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Abstract
Peptides recognized by cytolytic T lymphocytes (CTL) on tumors usually originate
from the degradation of cellular proteins by the proteasome. Understanding the
parameters involved in the production of a given antigenic peptide is important
to define the most appropriate vaccination modality for this peptide. In this
work, we studied the unconventional processing of two tumor antigens deriving
from the differentiation protein gp100PMEL17 and the cancer specific protein
MAGE-A4. Peptide splicing is a novel mechanism of production of peptides
relying on the proteasome and involving the linkage of fragments originally
distant in the parental protein. In the first study of this work, we describe a
new antigenic peptide, which is presented by HLA-A3 and comprises two non-
contiguous fragments of the melanoma differentiation antigen gp100PMEL17
spliced together in the reverse order to that in which they appear in the parental
protein. Contrary to the previously described spliced peptides, wh...
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Les peptides antigéniques reconnus par les lymphocytes T cytolytiques (CTL) à la 
surface des cellules proviennent majoritairement de la dégradation des protéines par 
le protéasome. La compréhension des paramètres qui influencent la production d’un 
peptide antigénique donné est primordiale pour définir la meilleure modalité de 
vaccination contre ce peptide.  
Dans ce travail, nous avons étudié l’apprêtement non conventionnel de deux 
antigènes tumoraux. Dans une première étude, nous avons décrit un nouveau 
peptide antigénique présenté par HLA-A3 à la surface de cellules de mélanomes. 
Cet antigène est formé par l’association de deux fragments non-contigus de la 
protéine de différentiation gp100PMEL17. Ce phénomène, appelé épissage peptidique 
se produit au sein du protéasome et implique la formation d’un nouveau lien 
peptidique entre des fragments à l’origine distants dans la protéine dont ils 
proviennent. Le mécanisme d’épissage peptidique se produit suite à l’attaque 
nucléophile d’un intermédiaire acyl-enzyme par le groupement N-terminal d’un 
fragment peptidique présent dans la chambre catalytique du protéasome. 
Contrairement aux peptides épissés précédemment étudiés et qui résultent de 
l’association de fragments de 3 à 6 acides aminés, le peptide décrit dans ce travail 
provient de l’association d’un fragment de 8 acides aminés avec un seul résidu 
arginine. Notre travail a montré que le peptide responsable de l’attaque nucléophile 
devait contenir au minimum 3 acides aminés. Le fragment peptidique résultant de cet 
épissage est ensuite raboté pour produire le peptide antigénique final.  
La deuxième étude présentée a quant à elle étudié l’apprêtement de l’antigène 
tumoral NYKRCFPVI143-151 dérivé de MAGE-A4. De manière intéressante, nous 
avons observé que le peptide était dégradé de manière différentielle par les 
différents sous-types de protéasome puisque le protéasome standard dégrade le 
peptide de manière plus importante que l’immunoprotéasome. Le fait que ce peptide 
n’est pas produit par le protéasome nous a amené à étudier l’implication de 
protéases alternatives. Nous avons pu démontrer que deux protéases différentes 
sont impliquées dans l’apprêtement de l’antigène : une sérine protéase et une 




Peptides recognized by cytolytic T lymphocytes (CTL) on tumors usually originate 
from the degradation of cellular proteins by the proteasome. Understanding the 
parameters involved in the production of a given antigenic peptide is important to define 
the most appropriate vaccination modality for this peptide. In this work, we studied 
the unconventional processing of two tumor antigens deriving from the differentiation 
protein gp100PMEL17 and the cancer specific protein MAGE-A4.  
Peptide splicing is a novel mechanism of production of peptides relying on the 
proteasome and involving the linkage of fragments originally distant in the parental 
protein. In the first study of this work, we describe a new antigenic peptide, which is 
presented by HLA-A3 and comprises two non-contiguous fragments of the melanoma 
differentiation antigen gp100PMEL17 spliced together in the reverse order to that in 
which they appear in the parental protein. Contrary to the previously described 
spliced peptides, which are produced by the association of fragments of 3 to 6 amino 
acids, the peptide described here results from the ultimate association of an 8-amino 
acid fragment with a single arginine residue. As described before, peptide splicing 
takes place in the proteasome by transpeptidation involving an acyl-enzyme 
intermediate linking one of the peptide fragment to a catalytic subunit of the 
proteasome. Interestingly, we observe that the peptide causing the nucleophilic 
attack on the acyl-enzyme intermediate must be at least three-amino acid long in 
order to give rise to a spliced peptide. The spliced peptide produced from this 
reaction therefore bears an extended C-terminus that needs to be further trimmed in 
order to produce the final antigenic peptide. We show that the proteasome is able to 
perform the final trimming step required to produce the antigenic peptide described 
here.  
In the second part of this work, studying the processing of the MAGE-A4 peptide 
NYKRCFPVI143-151, we observed that proteasome inhibition improved its presentation, 
suggesting that the proteasome does not produce the peptide but rather degrades it. 
Interestingly, the degradation efficiency of the antigenic peptide depends on the 
proteasome subtype. Indeed, our results based on cellular and in vitro experiments 
showed that the standard proteasome is more efficient at degrading the peptide than the 
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immunoproteasome. Because the peptide processing was independent from the 
proteasome, we investigated the role of alternatives proteases.  Our results showed that 
two different proteases processed the peptide: a serine protease and a metalloprotease. 
In conclusion, we show that the peptide NYKRCFPVI143-151 is (1) degraded by the 








Depuis plusieurs années, l’immunothérapie contre le cancer connaît un nouvel essor 
notamment grâce au développement des thérapies basées d’une part sur les 
anticorps monoclonaux ciblant les points de contrôle CTLA-4 et PD-1 et d’autre part 
sur le transfert adoptif de cellules T anti-tumorales. Une part importante des patients 
traités par ces thérapies développent une réponse clinique significative et certains 
sont même en rémission complète depuis plusieurs années (1-7). Cependant, si ces 
thérapies semblent très prometteuses, elles engendrent également de nombreux 
effets secondaires suite au développement de réactions auto-immunitaires liées à 
une rupture de tolérance vis-à-vis des antigènes présentés par les tissus sains. Le 
succès et la sécurité de ces approches nécessitent donc une connaissance précise 
de la nature des antigènes impliqués et de leur apprêtement. Ceci est également 
important pour améliorer l’immunothérapie contre le cancer, développer de nouvelles 
stratégies et permettre le suivi des réponses T anti-tumorales.  
 
1. Les lymphocytes T CD8 et l’immunité tumorale 
 
L’origine de la découverte du rôle du système immunitaire dans la réponse anti-
tumorale vient probablement du travail controversé du chirurgien New-yorkais 
William Coley à la fin du 19ième siècle (8). Celui-ci s’intéressa au cas particulier d’un 
Allemand immigrant qui fut diagnostiqué avec une large tumeur faciale et dont le sort 
semblait scellé. Mais, de manière surprenante, après une infection bactérienne post-
opératoire et une fièvre subsistante, le sarcome disparut progressivement et le 
patient ne présentait aucun signe de la maladie 6 ans après son diagnostic (9). Ceci 
mena Coley à entamer diverses recherches cliniques et à produire la « Coley’s 
mixed toxins », un filtrat à base de culture de Streptoccocus pyogenes et de la 
bactérie Gram- Serratia marcassens (10). Coley obtint des réponses rapides et 
prolongées chez un certain nombre de ses patients. Même si son travail fut source 
de controverses et que peu d’études furent capables de reproduire les effets 
bénéfiques obtenus, ses recherches furent pour les oncologistes des 20e et 21e  
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siècles, la source d’investigations concernant le rôle du système immunitaire dans la 
réponse anti-tumorale. 
Cinquante années plus tard, la démonstration de la capacité du système immunitaire 
à rejeter des cellules tumorales chez la souris permit à la communauté scientifique 
d’imaginer le développement d’immunothérapies anti-cancéreuses (11). Au cours 
des années 1970, notre laboratoire a confirmé ces résultats et émis l’hypothèse de la 
présence d’antigènes spécifiques de tumeurs reconnus par le système immunitaire. 
Ceci fut démontré en utilisant une lignée de tératocarcinome incapable de 
déclencher un rejet immunogénique chez la souris. T. Boon et ses collègues ont 
traité cette lignée avec un mutagène in vitro et ont isolé des clones de cette tumeur 
qui, lorsqu’ils étaient transférés dans une souris syngénique, étaient directement 
rejetés par le système immunitaire. Le rejet de ces lignées tumorales, appelées 
variants « tum -», suggérait que ces tumeurs possédaient à leur surface de 
nouveaux antigènes, reconnus par le système immunitaire, et différents de ceux 
présents sur la lignée parentale. De manière intéressante, les souris ayant rejeté ces 
variants « tum -», devenaient également capables de rejeter la tumeur parentale (12, 
13), suggérant que la réponse anti-tumorale déclenchée contre les antigènes créés 
par la mutagénèse s’est également étendue aux antigènes tumoraux présents sur la 
lignée parentale. De plus, le transfert adoptif de cellules T dans une souris irradiée, 
protégeait celle-ci de la croissance du variant « tum -» et démontrait le rôle essentiel 
des lymphocytes T dans le rejet tumoral (14, 15). La mise au point de cultures de 
lymphocytes T cytolytiques anti-tumoraux (CTL) a été une étape clé dans la définition 
de la nature moléculaire des antigènes tumoraux en montrant que les CTL anti-
« tum -» reconnaissaient un peptide dérivé d’une protéine du soi mutée dans les 
cellules cancéreuses (16). Cette découverte a jeté les bases de l’apprêtement des 
antigènes en amenant la notion que les molécules MHC de classe I présentaient de 
manière continue à la surface cellulaire des peptides antigéniques de 8 à 10 acides 
aminés dérivés de protéines intracellulaires. Ceci permet une surveillance du 
génome par le système immunitaire ainsi que la détection de cellules contenant des 
gènes codants pour des protéines anormales. 
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2. Les antigènes tumoraux 
2.1. Identification des antigènes tumoraux 
 
Historiquement, l’identification des premiers antigènes tumoraux fut possible grâce à 
l’obtention de clones CTL reconnaissant spécifiquement la tumeur. Ceux-ci étaient 
isolés du sang de patients ou de lymphocytes infiltrant les tumeurs (« tumor 
infiltrating lymphocytes », TIL) (17-19). L’identification du gène codant le peptide 
antigénique est généralement réalisée en transfectant des cellules exprimant la 
molécule HLA (« human leukocyte antigen », voir Chapitre 3.1) présentant le peptide 
avec une bibliothèque d’ADN complémentaires (ADNc) dérivés de l’ARN tumoral. 
Les cellules transfectées sont ensuite testées pour leur capacité à activer le clone 
CTL (20, 21). Des fragments du gène identifié par cette méthode sont ensuite 
transfectés comme décrit ci-dessus  afin d’identifier une séquence minimale du gène 
codant pour l’antigène. Des peptides présents dans cette région et présentant le 
motif d’ancrage de la molécule HLA sont ensuite synthétisés et testés pour leur 
capacité à activer le CTL. Cette technique a permis l’identification d’un grand nombre 
d’antigènes tumoraux (20-27). Au cours de notre travail, nous avons publié un article 
de protocole remis à jour détaillant la production d’une banque d’expression et de 
son criblage, permettant l’identification de peptides antigéniques reconnus par des 
lymphocytes T cytotoxiques (28).  
Une seconde approche permettant d’identifier des antigènes tumoraux utilise la 
spectrométrie de masse (29-31). Brièvement, cette technique consiste en 
l’immunopurification des complexes CMH de classe I présents à la surface de 
cellules tumorales. Les peptides antigéniques associés à ces complexes sont ensuite 
élués et fractionnés par HPLC (High performance liquid chromatography). Les 
séquences peptidiques présentes dans ces fractions sont ensuite analysées par 
spectrométrie de masse en tandem ou testées de manière individuelle pour la 
reconnaissance par le CTL (voir (32) pour revue). 
La technique dite d’« immunologie inverse » a pour but d’identifier des peptides 
antigéniques au sein d’une protéine parentale donnée (33, 34). Des peptides 
présents dans cette protéine et présentant les motifs d’ancrage pour la molécule HLA  
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Figure 1. Antigènes tumoraux reconnus par des lymphocytes T cytolytiques. Les antigènes tumoraux sont 
classés selon le profil d’expression de leur gène parental. La production des peptides antigéniques par des 
cellules tumorales (panneau supérieur) et des cellules saines (panneau inférieur) est représentée. Les antigènes 
viraux sont seulement exprimés dans des cellules infectées par un virus. Les gènes mutés peuvent produire des 
antigènes modifiés qui acquièrent la capacité de lier une molécule HLA de classe I (à gauche). La mutation peut 
également modifier un peptide de telle manière qu’il soit reconnu par des lymphocytes T spécifiques du non-soi. 
Les gènes spécifiques des tumeurs sont exprimés dans les tumeurs et les lignées germinales suite à une 
déméthylation globale du génome. Les antigènes de type MAGE ne sont pas exprimés par les cellules saines 
puisque celles-ci n’expriment pas de molécules HLA de classe I. Les antigènes de différenciation sont quant à 
eux exprimés par des gènes spécifiquement exprimés par certains tissus. Ils sont donc présentés par certains 
types de tumeurs et dans les tissus sains correspondants. Certains gènes sont surexprimés dans les tumeurs 
suite à une augmentation de leurs transcription ou à une amplification de leurs gènes. Les peptides antigéniques 
qui en résultent sont fortement exprimés dans ces tumeurs mais également avec une faible intensité dans 
certains tissus sains. (D’après Vigneron et al., 2015, Biomed Research Int., in press). 































































d’intérêt sont synthétisés et leur capacité à fixer la molécule HLA est testée in vitro. 
Les peptides capables de se lier à la molécule HLA sont ensuite chargés sur des 
cellules présentatrices d’antigènes afin d’isoler des CTL capables de reconnaître ces 
peptides, parmi les lymphocytes obtenus du sang de patients cancéreux (34). La 
pertinence de l’antigène identifié est ensuite vérifiée en testant si les CTL isolés ont 
la capacité de reconnaître d’une par les cellules tumorales exprimant le gène 
parental et d’autre part l’antigène produit après transfection de cellules exprimant la 
molécule HLA d’intérêt. 
 
2.2. Diversité des antigènes tumoraux 
 
Un grand nombre d’antigènes tumoraux ont été identifiés à ce jour. Ces antigènes 
sont répartis par famille en fonction du profil d’expression de leur gène respectif 
(Figure 1) (22). Ces antigènes sont répertoriés dans la banque de 
données « Peptide database » du site Cancer Immunity 
(http://www.cancerimmunity.org/peptide/) (35).  
Les antigènes spécifiques des tumeurs 
Une source importante d’antigènes spécifiques des tumeurs provient des génes 
exprimés dans les cancers et les lignées germinales ou « cancer-germline genes ». 
Les antigènes spécifiques des tumeurs qui en dérivent sont exprimés dans différents 
types de cancers mais pas dans les tissus sains hormis dans les cellules germinales 
mâles (36). Puisque ces dernières n’expriment pas de molécules CMH de classe I à 
leur surface, ces antigènes tumoraux sont strictement spécifiques des tumeurs et 
sont une cible de choix pour l’immunothérapie anti-cancéreuse. Un groupe de gènes 
caractéristiques de cette famille sont les gènes MAGE (« melanoma antigen ») (37). 
L’expression de ces gènes est activée suite à la déméthylation du génome qui se 
produit dans certains cancers avancés (38, 39). Parmi les autres antigènes 
spécifiques des tumeurs, on trouve les antigènes codés par les gènes BAGE (25), 




Les antigènes provenant de mutations 
La mutation de gènes dans les tumeurs entraîne la production de nouveaux peptides 
antigéniques contre lesquels la sélection négative des lymphocytes dans le thymus 
n’a pas eu lieu. Ces peptides provenant de mutations contribuent donc à 
l’immunogénicité des lignées tumorales qui les expriment et on s’attend à ce que 
certains cancers tels les mélanomes, les cancers du poumons ou les cancers 
colorectaux à instabilité microsatellites (CSI+) dont les taux de mutations sont les 
plus élevés portent plus d’antigènes mutés et soient donc plus immunogéniques. 
Chez certains patients atteints de mélanomes, la réponse anti-tumorale est d’ailleurs 
majoritairement dirigée contre des antigènes mutés (43). Ces antigènes sont 
également totalement spécifiques des tumeurs puisque les mutations qu’ils 
contiennent sont présentes uniquement dans les cellules tumorales. Il faut cependant 
souligner que ces perturbations génétiques sont rarement partagées dans des 
tumeurs distinctes. Les antigènes qui en résultent ne sont donc pas une cible 
optimale pour le développement d’une immunothérapie anti-cancéreuse. Ces 
mutations peuvent provoquer l’échange d’un acide aminé (a.a.) au sein de la 
séquence naturel du gène mais également des insertions ou des délétions qui 
modifient la phase de lecture du gène ou induisent l’arrêt de la traduction en 
introduisant un codon stop (35). Certaines de ces mutations peuvent être 
directement liées au développement tumoral. C’est par exemple le cas pour la 
mutation affectant CDK4. Celle-ci empêche la fixation de CDK4 à son inhibiteur 
p16INK4a, perturbant de ce fait la régulation du cycle cellulaire (44).  
Les antigènes viraux 
Les protéines produites par les virus oncogènes sont également des cibles 
spécifiques du système immunitaire. Par exemple, la présence du virus HPV 16 
(« human papilloma virus ») est très fortement corrélée (90%) avec l’apparition du 
carcinome du col de l’utérus. Des vaccins contenant des longs peptides d’HPV se 
sont récemment révélés comme une approche thérapeutique efficace capable 
d’augmenter le nombre et l’activité de lymphocytes CD4 et CD8 spécifique d’HPV-16 
(45, 46). De plus, des antigènes dérivés de protéines virales telles que l’oncoprotéine 
E7 ont été identifiés comme responsables de l’activation d’une réponse CTL (47) et 
ont permis le développement de la vaccination préventive à large échelle contre le 
virus HPV (48, 49).  
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Les antigènes de différenciation 
Une autre sous-classe d’antigènes tumoraux comporte les antigènes codés par des 
gènes de différenciation. Ceux-ci sont exprimés à la fois dans les cellules tumorales 
et dans les tissus sains correspondants. Cette famille d’antigènes tumoraux contient 
principalement des peptides provenant de protéines impliquées dans la 
mélanogénèse des mélanocytes telles que la tyrosinase (21), Melan-A/Mart-1 (50), 
gp75/TRP1 (51), TRP2 (52) et gp100/pmel17 (53-55). La réponse des lymphocytes T 
contre ces antigènes de différenciation peut induire un vitiligo, une dépigmentation 
partielle de la peau souvent observée chez des patients atteints de mélanome et 
généralement associée avec un bon pronostic vital (56-58). Des peptides provenant 
d’antigènes de différenciation ont également été identifiés à partir de la « prostate-
specific antigen » et de la « prostatic acidic phosphatase » (PSA), deux protéines 
exprimées dans des tissus sains et tumoraux de prostate (59, 60). Enfin, l’antigène 
carcinoembryonique (« carcinoembryonic antigen », CEA) est souvent fortement 
exprimé dans les cancers colorectaux et d’autres tumeurs épithéliales. Cependant, il 
est également exprimé avec une plus faible intensité dans divers tissus épithéliaux 
sains du tractus intestinal (61). 
Les antigènes surexprimés dans les tumeurs 
Les antigènes dérivés de protéines surexprimées dans des tumeurs constituent 
également des cibles potentielles pour l’immunothérapie anti-cancéreuse. Un des 
premiers antigènes de ce type à avoir été découvert est un antigène dérivé de 
l’oncogène HER2/NEU. Ce gène codant pour un récepteur de croissance est 
surexprimé dans différents carcinomes épithéliaux tels que le cancer de l’ovaire et le 
cancer de sein (62, 63). De manière intéressante, le traitement de patientes atteintes 
d’un cancer du sein avec un anticorps bloquant ce récepteur (trastuzumab, 
Herceptin ; Genentech) a montré une diminution significative du taux de mortalité et 
une augmentation du taux de rémission chez ces patientes (64). L’immunothérapie 
consistant dans le transfert de cellules T contenant un récepteur chimérique contre le 
récepteur codé par HER2 a été testée chez une patiente. Ce traitement s’est avéré 
létal à cause d’une réaction auto-immune contre l’épithélium du poumon où ce gène 
est exprimé avec une faible intensité (65). Deux autres exemples de gènes 
surexprimés dans les tumeurs sont les gènes RAGE-1 et PRAME (66, 67). Ces deux 
gènes codent respectivement pour des antigènes reconnus par des CTL à la surface 
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de carcinomes rénaux et de mélanomes. Même si ces antigènes constituent des 
cibles d’intérêt pour l’immunothérapie anti-cancéreuse puisqu’ils sont partagés par 
un grand nombre de tumeurs, le fait qu’ils soient exprimés, même faiblement, dans 
un certain nombre de tissus sains rend leur utilisation délicate puisqu’elle n’est pas 






3. La voie de présentation par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 
de classe I 
3.1. Les molécules du CMH de classe I 
 
Les lymphocytes T CD8+ reconnaissent à la surface des cellules des peptides de 8 à 
11 a.a. associés à des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de la voie 
d’apprêtement de classe I (CMH I) (Figure 2). Historiquement, la région génomique 
codant pour les complexes majeurs d’histocompatibilités (CMH) a été identifiée chez 
la souris suite à des travaux démontrant que cette région du génome murin était 
responsable du rejet de greffes (68). Les CMHs humains sont localisés sur le 
chromosome 6 et sont appelés « human leukocyte antigens » (HLAs). Ceux-ci 
comportent 3 allèles : A, B et C, ce qui permet à un individu hétérozygote d’exprimer 
de manière co-dominante jusqu’à 6 allèles HLA différents à la surface de ses cellules. 
Chez la souris, ces CMHs (H-2K, H-2D, H-2L) sont dérivés du locus H-2 présent sur 
le chromosome 17 murin.  
Les molécules HLA de classe I sont composées d’une chaîne lourde à 3 domaines 
(α1, α2, α3) et de la sous-unité β2m (69) (Figure 3). Il est intéressant de souligner que 
certaines régions des gènes codant pour les chaînes lourdes présentent un fort 
polymorphisme. C’est principalement le cas pour les régions en contact avec le 
peptide antigénique mais également pour les régions en contact avec le récepteur 
des cellules T (« T cell receptor », TCR). La capacité qu’a une molécule HLA à se lier 
à un peptide dépend de la séquence d’acides aminés composant le sillon en contact 
avec celui-ci. En effet, chaque HLA possède des poches spécifiques qui permettent 
l’ancrage des chaînes latérales de certains résidus du peptide et favorise sa fixation.  
 22 
  
Figure 2. Voie d’apprêtement et de présentation d’antigènes sur des CMH de classe I. Les lymphocytes T 
cytolytiques reconnaissent des peptides antigéniques tumoraux présentés par des molécules HLA à la surface cellulaire. 
Les protéines cytosoliques sont ciblées pour la dégradation par le protéasome suite à l’ajout de chaînes d’ubiquitines. Le 
protéasome peut également produire des peptides épissés provenant fragments non-contigus de la protéine parentale. 
Dans le cytosol, des protéases additionnelles sont également capables de réaliser des clivages impliqués dans la 
dégradation ou la formation de peptides antigéniques. Les peptides produits sont ensuite transportés dans la lumière du 
RE par le transporteur TAP ou ils peuvent être rabotés par des aminopeptidases telles que ERAP1 et 2. Les peptides de 
taille adéquate sont ensuite chargés sur des molécules CMH de classe I par le «peptide loading complex ». Après 
stabilisation, les complexes peptide/MHC sont transportés à travers le golgi vers la surface cellulaire pour la surveillance 
immunologique. TCR : T cell receptor ; β2m : beta 2 microglobuline ; ERAP : ER aminopeptidase ; TPN : tapasine ; CNX : 
calnexine ; TAP : transporter associated with antigen processing, BH : bléomycine hydrolase ; PSA : puromycin sensitive 
aminopeptidase ; LAP : leucine aminopeptidase ; DPP9 : dipeptidyl-peptidase 9 ; TPPII : tripeptidyl-peptidase II ; TOP : 




































Figure 3. Structure d’un CMH de 
classe I. (A) H-2Db (Chaînes α en gris, 
β2m en bleu) complexé avec le peptide 
ASNENMETM (chaîne centrale en bleu). 
(B) Vue du dessus du sillon de liaison du 
peptide sur la molécule CMH de classe I. 
Les sites conservés sur les résidus du 
CMH formant des ponts hydrogènes 
avec les chaînes latérales du peptide 
sont représentés en bleu. Les chaînes 
polymorphes sont représentées en gris. 
Les ponts hydrogènes sont représentés 
par des lignes pointillées (C) Les 
principales poches A, B et F du MHC 
sont indiquées. (D’après Yaneva et al., 
2010,Molecular Immunology 47 : 649-
657). 
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3.2. L’assemblage des molécules de classe I 
 
Les peptides associés au CMH de classe I dérivent généralement de la dégradation 
de protéines cellulaires par le protéasome. Les peptides résultant de cette 
dégradation sont ensuite transportés dans le réticulum endoplasmique pour être 
chargés sur des molécules HLA de classe I. Dans le réticulum endoplasmique, les 
molécules HLA de classe I sont associées à différentes protéines résidentes du RE 
telles que le transporteur TAP, les chaperonnes calréticuline et tapasine et 
l’oxydoréductase ERp57. Ces quatre protéines constituent ce que l’on appelle le 
« peptide loading complex » qui facilite l’assemblage et la stabilisation des 
complexes MHC/peptide (70) (Figure 1).  
Le transporteur TAP 
Le transporteur TAP fait partie de la famille des transporteurs ABC et est composé 
de deux sous-unités : TAP1 (ABCB2) et TAP2 (ABCB3). Chaque sous-unité 
comprend un domaine de 6 hélices transmembranaires (« transmembrane domain », 
TMB) ainsi qu’un domaine de liaison aux nucléotides (« nucleotide binding domain », 
NBD) (Figure 4) (71). Les extensions N-terminales de ces domaines 
transmembranaires sont appelées TMD0. Suite à l’hydrolyse d’ATP par les domaines 
NBD, des changements de conformation des domaines transmembranaires se 
produisent, qui permettent le transport par le complexe TAP des produits de 
dégradation du protéasome à travers la membrane du RE (72). Chez l’humain ce 
sont les 3 derniers résidus N-terminaux ainsi que le résidu C-terminal du fragment 
peptidique transporté qui sont critiques pour la reconnaissance et le transport via le 
transporteur. Celui-ci semble avoir une forte préférence pour les a.a. hydrophobes et 
basiques. De manière plus précise, il a été démontré qu’une proline en position 2 
désavantage fortement la prise en charge par TAP alors qu’un résidu chargé 
positivement en position 1-3 favorise la reconnaissance par celui-ci (72). Le 
transporteur TAP est également responsable du transport de fragments de 8 à 40 
a.a., mais la longueur optimale des fragments capables de se lier et d’être 
transportés par TAP serait plutôt de 8-16 et 8-12 a.a. respectivement (73, 74). Une 
fois que le peptide a pu traverser la membrane du RE, les composants du PLC vont  
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Figure 5. Voie de contrôle de qualité des 
glycoprotéines. Un glycane tri-glycosylé est 
ajouté sur les chaînes polypeptidiques suite à leur 
transport dans le RE. Ensuite, les glucosidases I 
et II vont séquentiellement générer un glycane 
monoglucosylé. Celui-ci poura être reconnu par la 
calréticuline (CRT) et la calnexine (non montrée 
sur le schéma). La CRT recrute l’oxydoréductase 
ERp57 pour faciliter le repliement des 
glycoprotéines ainsi que la formation de ponts 
disulfures. Le clivage du dernier glucose par la 
glucosidases II n’est permis qu’après la libération 
de la protéine par la CRT. L’UDP-
glucose:glycoprotéine glucosyltransferase (UGGT) 
agit comme un senseur du bon repliement 
protéique. Si elle détecte la présence de patches 
hydrophobes sur une protéine mal repliée, elle va 
reglucosuler le substrat protéique ce qui va mener 
à sa rétention dans le RE et une nouvelle 
interaction avec la CRT. Par contre, l’absence de 
reglucosylation d’une protéine correctement 
repliée permet son excrétion du RE. Le cycle 
décrit ci-dessus se répète jusque quand la 
protéine acquiert sa structure adéquate. La 
castanospermine (CST) empêche la liaison à la 
CRT via l’inhibition des glucosidases I et II. 
(D’après Cresswell et al. Annu. Rev. Cell Dev. 
Biol. 2008. 24:343–68). 
 
Figure 4. Représentation de TAP et du « peptide loading complex » (PLC). Assemblage et 
désassemblage dynamique du PLC. Le modèle est basé sur la structure à rayon-X de HLA-B*44, Tsn-ERp57, 
Crt et TAP1/2. Le complexe Tsn-ERp57 (saumon et magenta) et l’hétérodimère TAP1/2 forment le centre du 
PLC. La Crt (en gris) escorte le dimère CMH de classe I-β2m (vert foncé, jaune) vers la Tsn menant à 
l’assemblage du PLC actif. Les peptides transportés par TAP sont ensuite chargés sur le CMH de classe I par 
le complexe Tsn-ERp57. Le complexe peptide-CMH nouvellement formé peut alors se dissocier du PLC. Crt, 
calreticulin; TMD, transmembrane domain; Tsn, tapasin; PLC, peptide-loading complex; TAP, transporter 
associated with antigen processing. (D’après Hulpke et al. Trends in Biochemical Sciences August 2013, Vol. 




prendre le relais pour permettre une fixation peptidique optimale sur le complexe 
HLA (70). 
Le peptide loading complex 
Chacune des extrémités N-terminales TMD0 de TAP1 et TAP2 possède un site de 
fixation spécifique pour la tapasine : une glycoprotéine chaperonne 
transmembranaire du PLC (75). En recrutant la tapasine, les domaines TMD0 
rapprochent TAP et les molécules CMH de classe I permettant ainsi d’augmenter la 
concentration locale en peptide à proximité de CMH libres et donc la probabilité de 
voir un peptide se fixer sur les molécules HLA. En plus de TAP et de la tapasine, 
deux autres protéines composent le peptide loading complex : la chaperonne 
calréticuline et l’oxydoreductase Erp57 (Figure 4).  
Ces dernières ainsi que la calnexine sont impliquées dans le cycle de « contrôle de 
qualité » des glycoprotéines dans le RE. En effet, +/- 45% des protéines eucaryotes 
peuvent subir une N-glycosylation dans le RE. Concrêtement, des groupements 
glycosylés sont ajoutés sur les résidus Asn des protéines par le complexe 
« oligosaccharide transferase » (OST) suite à leur transport dans le RE. Ces 
groupement glycosylés seront ensuite raccourcis par les glucosidases I et II (76). 
Ensuite, la lectine calréticuline, associée avec la calnexine et ERp57, facilite le 
repliement des glycoprotéines et permet de prévenir leur agrégation. Le clivage du 
dernier glucose par la glucosidases II n’est permis qu’après la libération de la 
protéine par la calréticuline. L’UDP-glucose:glycoprotéine glucosyltransferase 
(UGGT) agit alors comme un senseur du bon repliement protéique. Si elle détecte la 
présence de patchs hydrophobes sur une protéine mal repliée, elle va reglycosuler le 
substrat protéique ce qui va mener à sa rétention dans le RE et une nouvelle 
interaction avec la CRT. Par contre, l’absence de reglucosylation d’une protéine 
correctement repliée permet son excrétion du RE. (Figure 5) (77)(78, 79).  
En plus de son rôle dans le « contrôle qualité », en se liant aux molécules CMH de 
classe I nouvellement synthétisées, la calréticuline augmente l’interaction des 
molécules HLA et de la tapasine (80). Erp57 est quant à elle une oxydoréductase qui 
est liée de manière covalente à la cystéine 95 de la tapasine via un pont disulfure 
(81). Elle semble nécessaire à l’intégrité du PLC puisque sa délétion mène à une 
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réduction de l’expression des CMH de classe I chez la souris (82) et à une diminution 
du chargement peptidique sur les HLAs humains (83). Ensemble, TAP, la tapasine, 
le CMH de classe I et les chaperonnes calréticulines et ERp57 facilitent l’accrochage 
des peptides sur les molécules de classe I et leur stabilisation. Il faut souligner que 
les complexes MHC de classe I doivent également traverser le cycle de « contrôle 
qualité » des glycoprotéines et que l’état de repliement du complexe est fortement 
corrélé avec l’affinité du chargement peptidique. Seules les molécules HLA ayant lié 
un peptide d’affinité suffisante, pourront quitter le réticulum endoplasmique et 
atteindre la surface cellulaire par la voie de sécrétion classique via l’appareil de Golgi.  
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Figure 6. Structure du protéasome 26S. a. La cryoélectroscopie du protéasome 26S est représentée. Dans 
la particule régulatrice 19S (RP), la coiffe est représentée en jaune et la base en bleu. La particule centrale 
20S (CP) est représentée en gris. b. Modèle spatial de la structure atomique du protéasome 20S de la levure. 
(D’après Tomko et al. Annual Review of Biochemistry ; 13 Mars 2013, 82 :415-45). 
 
Figure 7. Dégradation de protéines par le système ubiquitine-protéasome. a. (1) L’ubiquitine est activée 
de manière ATP dépendante via l’enzyme E1. (2) Activation de l’ubiquitine via son transfert sur l’enzyme E2. 
(3) Les ubiquitines ligases E3s, sont responsables de la sélectivité des protéines cibles, elles reconnaissent 
les protéines cibles et catalysent le transfert de l’ubiquitine de E2 sur le substrat. (4) L’attachement d’une 
chaîne d’ubiquitines mène à une rapide dégradation de la protéine par le protéasome. b. Le couloir d’entrée 
vers la chambre catalytique du protéasome est représenté par des lignes jaunes. Les sites actifs du 
protéasome 20S sont représentés par les points violets. (D’après Tomko et al. Annual Review of 
Biochemistry ; 13 Mars 2013, 82 :415-45). 
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4. Le système ubiquitine-protéasome 
 
En 1972, Goldberg démontra que la dégradation des protéines mal repliées ou 
anormales chez E. Coli se faisait suivant un processus dépendant de l’ATP. Cette 
découverte initia la recherche d’une voie énergivore responsable de la dégradation 
protéique (84), et c’est en 1978 que Ciechanover démontra l’existence d’une activité 
protéolytique énergie-dépendante dans des extraits crus de réticulocytes (85). Dans 
le courant des années 80, cette activité protéolytique fut attribuée à un large 
complexe catalytique présent dans le cytosol et appelé le protéasome 26S (86, 87).  
Le protéasome 26S est un large complexe protéolytique essentiel dans la 
préservation de l’homéostasie cellulaire. Il permet la dégradation de protéines 
dégradées ou mal repliées, la progression du cycle cellulaire ou encore l’activation 
de facteurs de transcription ou de transduction du signal (88-91). C’est au cours de 
ce processus de protéolyse par le protéasome que la majorité des peptides 
antigéniques seront produits. Le protéasome 26S est composé d’une chambre 
catalytique (proteasome 20S) associée à deux complexes régulateurs 19S (Figure 
6). Le protéasome 26S est composé de près de 60 sous-unités et représente 
approximativement 2% des protéines cellulaires (92). L’activité du protéasome est 
centralisée au niveau de la chambre catalytique formée par le proteasome 20S, au 
sein de laquelle les protéines sont dégradées. Outre le régulateur 19S, le 
protéasome 20S peut interagir avec au moins trois autres types de complexes 
régulateurs (PA28α/β, PA28γ et PA200) qui vont réguler l’entrée de la chambre 
catalytique et définir le type de substrat capable de l’atteindre. Le protéasome 26S 
est extrêmement conservé depuis les archéo- et les acino-bactéries (où il n’existe 
pas de systèmes d’ubiquitination) jusque chez les eucaryotes où il est présent dans 
le cytoplasme et le noyau (93, 94).  
4.1. Le marquage protéique pour la dégradation par le protéasome 
 
La dégradation des protéines cellulaires est un processus ATP-dépendant qui 
nécessite l’accrochage de chaînes d’ubiquitines (8,5 kDa), sur une lysine de la 
protéine ciblée (Figure 7) (95-97). Du point de vue mécanistique, ce processus 




Figure 8. Structure du protéasome 20S eucoryote. a. Représentation des sous-unités α et 
β.  b. Section transversale du protéasome 20S représentant la localisation des sites actifs. c. Structure par cri
stallisation du protéasome bovin. Au dessus représentation des anneaux alpha (gauche) et beta (droite). En d
essous, représentation du protéasome 20S dérivé du foie de bovins. Les résidus thréonines actifs β1, β2 et β5 
sont représentés en bleu, en violet et en rouge respectivement. (Modifié d’après Borissenko et al. Chemical 
review ; 23 Mai 2007, 107 :687-717 , Kisselev et al., Chemistry and Biology ; janvier 2012, et Tanaka et al., 
Biological chemistry ; avril 2012, 393:217-234). 
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l’enzyme E1. L’ubiquitine ainsi activée est transférée sur un des enzymes 
transporteurs d’ubiquitines appelés E2s. Les ubiquitines ligases E3s, sont quant à 
elles responsables de la sélectivité des protéines cibles. Elles catalysent le transfert 
de l’ubiquitine de E2 sur le substrat en permettant la formation d’une chaine de 
polyubiquitine. L’attachement d’une chaîne de minimum 4 ubiquitines mène à une 
rapide dégradation de la protéine cible. Il faut noter que l’ajout d’ubiquitine sur une 
protéine cible ne mène pas seulement à la dégradation par le protéasome. En effet, il 
existe un très grand nombre d’ubiquitines ligases dans notre génome (500-1000). 
Ces dernières sont responsables d’une grande diversité de marquages et jouent un 
rôle dans diverses fonctions cellulaires telles que la régulation du cycle cellulaire, 
l’endocytose, la transcription de gènes et diverses voies métaboliques (98). 
4.2. Le protéasome 20S et son activité catalytique 
 
Le proteasome 20S contient 28 polypeptides codés par 14 gènes différents. Les 
structures atomiques du protéasome 20S de la levure et de l’humain ont été décrites 
ces dernières années. De manière surprenante, leur structure générale ainsi que 
l’arrangement de leurs sous-unités sont quasiment identiques malgré les millions 
d’années de divergences évolutives entre ces 2 espèces (99-101). Chez les 
eucaryotes, le protéasome 20S est une protéase qui a la forme d’un baril cylindrique 
de +/- 700 kDa formant une chambre catalytique à l’intérieur de laquelle les protéines 
sont dégradées. La chambre catalytique est composée de 4 anneaux heptamériques 
superposés (Figure 8). Les 2 anneaux intérieurs contiennent 7 sous-unités 
β distinctes (β1-β7), tandis que les 2 anneaux externes sont constitués de 7 sous-
unités α  (α1-α7). Chez les vertébrés, trois types de sous-unités sont catalytiquement 
actives : les sous-unités β1, β2, et β5 (102).  
L’étude cristallographique de la structure du protéasome de Thermoplasma avec 
l’inhibiteur Ac-LLnL-al (voir Chapitre 6.1.) ou la lactacystine a révélé que les 
thréonines N-terminales de chacune de ses sous-unités β étaient liées de manière 
covalente avec l’inhibiteur (101). Cette découverte, ainsi que des études de 
mutagénèse, ont identifié la thréonine1 comme le composant central des sites actifs 
du protéasome (103). Le protéasome appartient donc à la famille des Ntn hydrolases 
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Figure 9. Représentation du site actif du protéasome et de son mécanisme catalytique. a. Représentation 
stérique du site actif du protéasome b1. Le fond protéique est représenté en blanc alors que les résidus formant le 
site actif (Thr1, Asp17, Lys33, Ser129, Asp166 et Ser169) sont représentés par des batons et des boules. La 
Lys33 forme un pont salin avec l’Asp17 (lignes pointillée violette, les 2 résidus sont colorés en vert) et est de ce 
fait probablement chargée positivement ce qui permet de diminuer le pKa de la Thr1 (boules violettes). A 
proximité de celle-ci, 3 résidus (Ser129, Asp166, Ser 169 en bleu) sont requis pour sa stabilité de conformation. 
Une molécule solvant (NUK) est localisée à proximité de la Thr1 et joue un rôle dans le transfert de protons. b. 
Mécanisme catalytique du protéasome. (Modifié d’après Borissenko et al. Chemical reviews ; 23 Mai 2007, 




β fournit un groupe hydroxyle responsable d’une attaque nucléophile sur le carbone 
carbonyle du lien peptidique du substrat. En plus de la thréonine N-terminale, 
d’autres études ont montré que les résidus Asp17 et Lys33 jouent également un rôle 
important dans l’étape de protéolyse (Figure 9a) (99-101). La Lys33 est un acide 
aminé extrêmement conservé au cours de l’évolution et à pH neutre la charge portée 
par la lys33 permettrait de diminuer le pKa du groupe amine de la thréonine 1, qui 
peut alors fonctionner comme un accepteur de proton dans la protéolyse (99). 
D’autres acides aminés proches du site actif de la Thr1 semblent également requis 
pour l’intégrité structurelle du site protéolytique. En effet, la Ser129, l’Asp166 et la 
Ser169 stabilisent la conformation de la Thr1 via des ponts hydrogènes (101, 103). 
Une autre caractéristique capitale du site actif est la présence d’une molécule d’eau 
nucléophile à proximité de la Thr1 permettant l’hydrolyse du lien peptidique du 
substrat (104) (Figure 9a).  
Au cours de la protéolyse, la molécule d’eau présente à proximité du site actif va 
permettre un transfert de proton entre l’oxygène du groupement hydroxyle de la 
thréonine et l’atome d’azote du groupement amine de celle-ci, permettant ainsi 
l’activation du groupement hydroxyle qui va produire une attaque nucléophile sur le 
carbone carbonyl du lien peptidique. Ceci induit la formation d’un intermédiaire acyl-
enzyme où un fragment peptidique reste accroché au groupement hydroxyle du 
protéasome par un lien ester. La molécule d’eau va ensuite hydrolyser le lien ester 
de l’intermédiaire acyl-enzyme, régénérant ainsi le groupement hydroxyle de la 
thréonine 1 pour de futures réactions (Figure 9b) (99). 
Les activités catalytiques du protéasome sont généralement classées en fonction du 
type d’acide aminé précédent le clivage (position P1,  Figure 10). L’étude des 
activités catalytiques est généralement permise grâce à l’utilisation de peptides 
fluorogéniques ou après analyse au spectromètre de masse des clivages produits 
suite à la digestion de protéines entières ou de long précurseurs peptidiques par le 
protéasome.  
Les protéasomes procaryotes tel que celui de Thermoplasma ne contiennent qu’un 
seul type de sous-unités β  qui produisent préférentiellement des clivages derrière les 
résidus hydrophobes encombrants (105). Ce type d’activité fut nommée 




Figure 10. Nomenclature des sites actifs du protéasome. Le substrat est représenté de gauche à droite de son 
extrémité N-terminale vers son extrémité C-terminale. Le lien peptidique à cliver est représenté en magenta, à 
proximité de la molécule d’eau nucléophile qui est incorporée dans le produit de la réaction suite à l’hydrolyse. Les 
résidus à gauche du site de clivage, qui vont générer l’extrémité C-terminale du produit, sont appelé sites P (ou 
« non-primed sites »). Les résidus à droite du clivage sont appelés sites P’ (ou « primed sites). Les poches de 
l’enzyme responsable de la stabilisation du substrat (« substrate binding pockets ») sont appelées poches S ou S’ 
selon quelles soient à gauche ou à droite du futur site de clivage. (Modifié d’après Borissenko et al. Chemical 
reviews ; 23 Mai 2007, 107: 687-717). 
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supplémentaires, de type « trypsin-like » (clivage après acides aminés basiques) ou 
« caspase-like »/« peptidylglutamyl peptide hydrolyzing » (PGPH) (clivages derrière 
aspartate ou glutamate) (99, 103). L’inactivation de ces sous-unités par mutagenèse 
dirigée a permis d’établir que β1 est responsable de l’activité « caspase-like », β2 
« trypsin-like » et β5 de l’activité « chymotrypsin-like » (106, 107). Cependant, des 
analyses des sites de clivages réalisés par le protéasome sur des protéines entières 
ont montré que ses sites actifs sont nettement moins spécifiques pour la position en 
P1 que l’analyse basée sur les clivages de substrats fluorogéniques (108), suggérant 
que d’autres séquences influencent également le site de clivage.  
L’analyse structurelle de la poche de liaison des substrats (« substrate binding 
pocket ») des sites actifs du protéasome de levure peut en partie expliquer les 
différentes spécificités pour l’a.a. en P1 des substrats peptidiques. Ces poches sont 
nommées en fonction des résidus du substrat avec lesquels elles interagissent. Les 
acides aminés présents en amont ou en aval du site de clivage seront eux-mêmes 
numérotés en fonction de leur position par rapport au site de clivage …-P3-P2-P1-
P1’-P2’-P3’-…, Figure 10) (109). Un déterminant important de la spécificité d’un site 
actif est la poche S1 de la sous-unité catalytique. Cette poche est fortement 
influencée par le caractère du résidu 45 qui se situe au fond de celle-ci (Figures 11a 
et 11b). La poche S1 de la sous-unité β1 a un caractère basique qui provient de 
l’arginine 45. Celle-ci favorise les clivages après les résidus acides en position P1, ce 
qui est en accord avec l’activité caspase-like de cette sous-unité β1. Pour β2, le petit 
résidu glycine en position 45 confère une large poche S1 qui convient au résidu 
basique présent en P1 du site de clivage. Ceci est encore une fois en accord avec 
l’activité « trypsin-like » de β2. Enfin, la poche S1 de la sous-unité β5 a un caractère 
apolaire dû à une méthionine en position 45, ce qui peut expliquer son activité 
« chymotrypsin-like » (102). Comme mentionné précédemment, la poche S1 seule 
ne suffit pas à déterminer la probabilité de clivage dans un lien peptidique. On 
considère qu’une région de 5 a.a. en amont et en aval du site de clivage (P5-P5’) est 
importante pour déterminer la spécificité d’une sous-unité β donnée (108). Des 
analyses structurelles de protéasomes en présence d’inhibiteurs de types vinyl-
sulfone ont notamment montré l’importance des résidus en position P3 et P4 dans la 




Figure 11.  Localisation et structure des poches de liaison au substrat (S1) du protéasome de levure. a. 
Représentation du protéasome 20S de levure en complexe avec des propeptides. Les différents sites protéolytiques actifs 
sont marqués d’une couleur spécifique : β1 en bleu, β2 en rouge et β5 en vert. Les sites actifs caspase-, trypsin et 
chemotrypsin-like sont agrandis et illustrés en présence des propeptides. Leur surface est colorée du rouge vers le bleu en 
fonction de leurs potentiels électrostatiques (bleu basique et rouge acide). b. Représentation des poches S1 des 3 sous-
unités actives. Les résidus formant la poche S1 sont représentés. Les trois résidus du site actif (Thr1, Asp17 et la Lys33) 
sont en rouge. Les résidus formants la poche S1 (dont le résidu 45) sont représentés en vert. (Modifié d’après Marques et 
al. Chemical reviews ; 2009, 109: 1509-1536). 
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L’analyse des peptides produits de la dégradation de diverses protéines par le 
protéasome a montré que ceux-ci avaient une taille qui variait de 2 à 30 a.a. avec 
une longueur moyenne de 7-8 a.a. (108). Plusieurs études ont montré que ce n’était 
pas la distance entre les sites actifs des sous-unités catalytiques qui déterminait la 
longueur des peptides produits. En effet, l’inactivation de sites actifs dans des 
protéasomes eucaryotes ne modifie pas la longueur moyenne des peptides produits 
comparé aux protéasomes non inactivés (111). Différentes études sur des 
protéasomes eucaryotes ont en effet montré que la longueur des peptides clivés 
n’était pas déterminée par le nombre, la spécificité ou l’arrangement de ses sous-
unités catalytiques. Il semblerait plutôt que le protéasome réalise des clivages 
jusqu’à ce que les produits créés soient suffisamment petits pour diffuser le long de 
l’axe du protéasome vers l’un des deux sites de sortie (111, 112). La compréhension 
des règles de clivage du protéasome est d’une importance capitale notamment dans 
la prédiction des peptides générés pour la voie CMH de classe I. C’est pourquoi de 
plus en plus d’analyses basées sur des tests expérimentaux, des algorithmes de 
prédictions ont été développés afin de prédire la probabilité avec laquelle ces 
peptides seront générés (113-115). 
 
4.3. Les régulateurs du protéasome  
 
L’activité protéolytique du protéasome n’est pas spécifique puisque n’importe quel 
peptide ou protéine capable de pénétrer dans la chambre catalytique peut être 
dégradée. Il est donc essentiel que l’entrée de cette chambre soit contrôlée afin 
d’éviter la dégradation non-spécifique de protéines cellulaires. Une première barrière 
à l’entrée des protéines au sein de la chambre catalytique est le fait qu’elle est 
délimitée par le pore de 13-Å délimité par les anneaux α. La petite taille de ce pore 
assure que seules les protéines dépliées pourront pénétrer dans la chambre.  
De plus, l’entrée dans la chambre protéolytique du protéasome 20S est le plus 
souvent empêchée par les queues N-terminales des sous-unités α  qui forment un 
réseau difficilement pénétrable (116). Le protéasome 20S a donc à lui seul une faible 




Figure 12.  Régulateurs du protéasome. Les 2 anneaux α du protéasome 20S interagissent avec des 
particules régulatrices de 4 types différents : PA700 (19S), PA28αβ_, PA28γ_ and PA200. Ces particules 
régulatrices peuvent lier les 2 ou une seule des extrémités de la particule 20S. De plus, 2 particules 
différentes peuvent lier les deux extremités du protéasome 20S. Des exemples représentatifs sont illustré. 
(Modifié d’après Vigneron et al., Biomolecules. Novembre 2014 ;4(4):994-1025. ; Baumeister et al., Cell 92 : 
367-380 (1998) ; Ortega et al., J. Mol. Biol. 346 : 1221-27 (2205)). 
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l’activité du protéasome tient donc en l’interaction des différents activateurs du 
protéasomes avec le corps catalytique (Figure 12). Les particules régulatrices 
intéragissent avec l’extremité C-terminale de l’anneau α du protéasome via un motif 
conservé HbYX (a.a. hydrophobe, tyrosine et a.a. quelconque)   (117, 118). De plus, 
des études in vitro sur l’activation de la chambre catalytique 20S par des peptides 
synthétiques contenant un motif HbYX suggèrent que leur insertion dans l’anneau 
α induit des changements de conformations de celui-ci  et permet (au moins en 
partie) à la queue N-terminale des anneaux α de libérer l’entrée de la chambre 
catalytique du protéasome 20S permettant ainsi l’entrée des substrats (119). 
Le régulateur 19S (PA700) 
Le régulateur 19S est une large particule d’environ 700kDa qui est responsable de la 
liaison, la désubiquitination, le dépliage et la translocation des substrats protéiques 
dans le protéasome 20S. Le régulateur 19S reconnaît spécifiquement les protéines 
destinées à la dégradation et marquées par l’attachement de chaînes d’ubiquitines 
aux résidus lysine des protéines ciblées. Cette particule régulatrice contient au moins 
19 sous-unités, chacune présente en copie unique. Ces 19 sous-unités peuvent être 
subdivisées en deux sous-complexes, la base et le couvercle (Figure 12). La base 
contient 9 sous-unités : 6 triphosphatases (Rpt1-6), et 3 non-ATPases (Rpn1, 2 et 
13). Rpt1-6 sont des AAA+ ATPase, c’est à dire qu’elles appartiennent à une famille 
d’ATPase capables de former des anneaux responsables du dépliage et du 
remodelage de substrats protéiques (120). Cet anneau hexamérique d’ATPases est 
en contact direct avec la surface de l’anneau α du protéasome 20S et exerce, suite à 
la liaison d’un substrat, la force ATP-dépendante qui permet le dépliement et la 
translocation de celui-ci vers la chambre catalytique pour la dégradation. Rpn1 et 
Rpn2 forment les 2 sous-unités les plus grandes du protéasome 26S. Elles sont 
composées de motifs répétés qui semblent former un guide sur lequel le substrat 
peut venir se fixer (121). Rpn13, quant à elle, lie directement les ubiquitines et 
fonctionne comme un récepteur de substrats polyubiquitinés (122). Le couvercle de 
la particule 19S consiste en 9 sous-unités Rpn : Rpn3, 5-9, 11, 12, et Rpn15. Ces 
sous-unités auraient un rôle important en temps que domaine d’interaction avec les 
protéines à dégrader. Enfin, Rpn11 est décrite comme une enzyme de 
désubiquitination responsable de l’élimination des ubiquitines associées aux 
substrats (123). Le régulateur 19S peut s’associer simultanément aux deux 
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extrémités du protéasome 20S ou peut aussi faire partie d’un protéasome hybride 
comprenant à une extrémité une particule régulatrice 19S et à son autre extrémité un 
régulateur PA28αβ ou PA200 (124) (125).  
Le régulateur PA28αβ  
Le régulateur PA28αβ (ou régulateur 11S) a été identifié grâce à sa capacité à 
activer l’hydrolyse de petits peptides par le protéasome 20S (126). Il est composé de 
deux sous-unités α et β dont la transcription est induite en présence d’IFNγ. Des 
marquages en immunofluorescence ont montré que les sous-unités PA28α et 
PA28β étaient principalement localisées dans le cytoplasme (127). Des études en 
microscopie électronique ont quant à elles montré que les sous-unités du 
PA28αβ s'assemblent pour former un anneau heptamérique composé de 3 sous-
unités α et 4 sous-unités β qui interagissent avec l’anneau α du protéasome 20S 
(128-130). Le régulateur PA28αβ peut soit lier les deux extrémités du protéasome ou 
seulement une seule des extrémités de celui-ci. Dans ce second cas de figure, la 
seconde extrémité du protéasome 20S lie le régulateur 19S pour former un 
protéasome hybride (Figure 12) (124, 131). Le PA28 permettrait d’activer l’ensemble 
des activités peptidiques du protéasome 20S sans pour autant affecter la destruction 
des substrats protéiques de grandes tailles. Il ne semble donc pas jouer de rôle 
important dans l’initiation de la protéolyse cellulaire. Par contre, une hypothèse 
propose que cette unité régulatrice stimulerait la dégradation de polypeptides de 
tailles intermédiaires générés par le protéasome 26S (19S-20S) suggérant un rôle 
coopératif et séquentiel entre celui-ci et le protéasome PA28-20S (132). Il est 
important de souligner que différentes cytokines dont l’IFNγ induisent l’expression du 
PA28α et du PA28β, suggérant un rôle dans la production d’épitopes antigéniques 
pour la voie CMH de classe I. Différents mécanismes ont été proposés pour 
expliquer comment le PA28αβ augmentait l’activité du protéasome 20S. Ceux-ci 
comprennent l’activation allostérique des sites actifs du protéasome (133) et la 
stimulation de l’entrée (134) ou la sortie (112, 135) des fragments peptidiques de la 
chambre 20S du protéasome. D’autres explications seraient que le protéasome 
acquiert la faculté de lier certaines chaperonnes qui faciliteraient l’entrée des 
substrats dans la chambre catalytique. Enfin, le protéasome 20S-PA28αβ entrerait 
en interaction avec la membrane du RE pour faciliter le transfert des peptides 
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produits dans la lumière de RE (126, 136). Des recherches étudiant la présentation 
d’antigènes chez des souris déficientes pour PA28αβ ont montré que celles-ci avait 
une perturbation dans leur capacité à apprêter leurs antigènes. De plus, les cellules 
déficientes pour PA28αβ montraient une forte diminution de leur contenu en 
immunoprotéasome suggérant un rôle du régulateur PA28αβ dans l’assemblage de 
celui-ci (137). Cependant, d’autres études sur des souris KO pour PA28α et 
PA28β n'ont pas montré de perturbations dans l’assemblage de l’immunoprotéasome 
ni dans la réponse CMH de classe I suite à une infection avec influenza (138). Par 
contre ces souris perdaient presque complètement la capacité de présenter un 
épitope de mélanome dérivé de TRP2. Plus tard, différentes études in vitro et in vivo 
ont approfondi le rôle de PA28αβ dans l'apprêtement d'autres peptides par la voie 
CMH de classe I. Des digestions in vitro de précurseurs peptidiques par du 
protéasome 20S en présence ou non de PA28αβ ont en effet démontré que ce 
dernier augmentait l’efficience des clivages et la production de ligands MHC de 
classe I par le protéasome (139, 140). La surexpression de PA28αβ augmente 
également la présentation de certains antigènes viraux mais n’a par contre aucune 
influence sur la production d’autres antigènes (141, 142). Il semble donc que les 
coiffes régulatrices PA28α et PA28β ne soient pas requises pour la voie CMH de 
classe I mais peuvent cependant être nécessaires à l’apprêtement de certains 
antigènes particuliers.  
Le régulateur PA28γ 
Le PA28γ, au vu de sa répartition, semble jouer diverses fonctions dans la protéolyse 
au niveau du noyau cellulaire (143). Il a notamment été décrit comme impliqué dans 
le turn-over de p53 via dégradation protéasome dépendante de MDM2. Il est 
également impliqué dans la dégradation de plusieurs facteurs de régulation du cycle 
cellulaire (144). Son rôle dans la prévention d’infection virale a également été 
démontré. En effet, il semble que le  PA28γ augmente la dégradation de protéines 
virales après infection (145). Il apparait donc que le PA28γ ait des fonctions diverses 
dans le noyau principalement via un rôle ATP indépendant de protéolyse.  
Le régulateur PA200  
Un autre régulateur du protéasome 20S appelé PA200 chez les mammifères (Blm10 
chez la levure), consiste en une protéine unique de +/- 200 kDa, principalement 
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exprimée dans le noyau (125). Il a été démontré que cette particule régulatrice était 
capable d’augmenter l’activité catalytique du protéasome 20S sur des fragments 
peptidiques de petites tailles mais pas sur des protéines repliées et ce de manière 
ATP-indépendante (146). Contrairement au PA28 αβ qui active les trois activités 
catalytiques du protéasome, ou du PA28γ qui active uniquement l’activité « trypsin-
like », le PA200 a montré une augmentation de l’hydrolyse de peptide après un 
résidu acide en position P1 (activité « caspase-like »)(146). De manière intéressante, 
le knockdown de PA200 a montré une diminution de la survie de cellules tumorales 
après irradiation (146), un phénomène qui peut être annihilé par l’addition exogène 
de glutamine. Ceci suggère que les cellules déficientes en PA200 sont incapables de 
gérer l’augmentation de la demande en glutamine suite à une irradiation. Il a en effet 
été suggéré que l’activité caspase-like du protéasome hybride PA200-19S pouvait 
aider à restaurer le niveau intracellulaire de glutamine nécessaire pour la survie à 
long-terme de cellules cancéreuses après une exposition à des radiations (147). Le 
PA200, particulièrement abondant dans les testicules, semble également jouer un 
rôle important dans la spermatogenèse.  En effet, une délétion génétique du PA200 
chez la souris a montré une déficience dans la spermatogenèse des souris mâles 
KO pour le gène codant cette protéine (148). Chez la levure, la délétion de Blm10 
induit une forte diminution mitochondriale suggérant un rôle de PA200 dans la 
maintenance mitochondriale (149) même si cela n’a pas encore pu être observé chez 
les mammifères.  
  
 43 
4.4. Les sous-types de protéasomes 
L’immunoprotéasome 
En présence de cytokines pro-inflammatoires telles l’IFNγ (150), ainsi que de 
manière constitutive dans certaines cellules du système immunitaire (les cellules T, B, 
les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules de 
l’épithélium médullaire du thymus), les sous–unités catalytiques du protéasome 20S 
(β1, β2 et β5) sont remplacées par les sous-unités catalytiques inductibles β1i (« low 
molecular mass polypeptide » (LMP-2), β2i (« multicatalytic endopeptidase complex-
like-1 » (MECL-1)) et β5i (LMP7) (Figure 13) (151), produisant ainsi un nouveau type 
de protéasome appelé immunoprotéasome. La modification des sites actifs du 
protéasome induit une augmentation des clivages après les résidus basiques et 
hydrophobes et une diminution des clivages après les résidus acides. Ceci a pour 
effet d’améliorer la production des antigènes présentés sur les HLA de classe I, qui 
favorisent généralement la présence de résidus basiques ou hydrophobes à leur 
extrémité C-terminale.  
Une conséquence logique est que la réponse immunitaire contre les virus et les 
bactéries intracellulaires s’en voit améliorée (152). La structure des trois poches de 
liaison au substrat (poches S) des sites catalytiques du protéasome standard et 
l’immunoprotéasome murin ont récemment été étudiées par cristallographie à 
rayons-X (153, 154), améliorant notre compréhension des spécificités de clivage de 
ces 2 types de protéasomes. La différence la plus importante concerne β1 et β1i. Si 
β1 clive préférentiellement les peptides présentant un résidu acide en P1 (activité 
« caspase-like »), la sous-unité β1i quant à elle, préfère cliver les peptides 
comportant un résidu hydrophobe à cette position. Le remplacement de β1 par β1i 
permet donc d’augmenter le nombre de peptides contenant des résidus hydrophobes 
C-terminaux; résidu d’ancrage partagé par une grande proportion de molécules CMH 
de classe I. Le replacement de β5 par β5i semble lui aussi contribuer à ce phénomène. 
En effet, la poche S1 de β5i favorise la fixation de grandes chaînes hydrophobes. 
Ceci accentue la formation de peptides contenants un acide aminé hydrophobe en 
position C-terminale (153). Il est à noter que, malgré sa meilleure activité de type 
« chymotryptic-like », la sous-unité β5i de l’immunoprotéasome a été décrite pour son 
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Figure 13. Représentation de l’immunoprotéasome. a. Structure du protéasome standard et de 
l’immunoprotéasome où les sous-unités sont représentées par des sphères. b. Topologie des 28 sous-unités du 
protéasome 20S de levure. Les sous-unités inductibles à l’IFNγ de l’immunoprotéasome de mammifère sont 
représentées à gauche de celui-ci. (Modifié d’après Hubert et al. Cell ; Février 2012, 148: 727-738 et Borissenko et al. 
Chemical reviews ; 23 Mai 2007, 107: 687-717). 
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inaptitude à cliver entre deux résidus hydrophobes (155, 156). Cette plus grande 
capacité des sous-unités β1i et  β5i à produire des peptides présentant des résidus C-
terminaux hydrophobes est corroborée par l’étude de souris KO pour β1i ou  β5i dans 
lequelles la présentation de certains épitopes est diminuée (157-159). Ceci a été 
récemment confirmé par l’étude de souris KO pour l’ensemble des trois sous-unités 
de l’immunoprotéasome. Les cellules dendritiques de ces souris montrent une forte 
diminution de l’expression de certains peptides associés aux MHC de classe I. De 
plus, leur splénocytes expriment un répertoire peptidique qui diffère fortement par 
rapport aux cellules sauvages (160). Il faut cependant remettre en perspective la 
notion d’une meilleure production de peptides antigéniques par l’immunoprotéasome 
(151). En effet, plusieurs peptides antigéniques ont été décrits comme mieux 
produits par le protéasome standard que par l’immunoprotéasome (156, 161-165). 
Le premier exemple d’un tel peptide a été décrit par Morel et al. qui a étudié un clone 
CTL humain reconnaissant un peptide dérivé de la protéine ubiquitaire RU1. Ce 
peptide était présenté par des cellules de cancer du rein mais pas par les cellules B-
EBV autologues (161). Ceci fut expliqué par le fait que le peptide était correctement 
apprêté par le protéasome standard qui est présent dans les cellules tumorales du 
rein mais pas par l’immunoprotéasome abondant dans les cellules B-EBV. Ces 
différences d’apprêtement résultent généralement de la destruction du peptide par 
l’activité catalytique spécifique d’un type de protéasome (162).  
Autres fonctions de l’immunoprotéasome 
En plus de son rôle dans l’apprêtement antigénique, l’immunoprotéasome a 
récemment été décrit comme impliqué dans d’autres mécanismes cellulaires (89, 
166). Par exemple, des études ont démontré la propension de l’immunoprotéasome 
à dégrader des protéines endommagées par un stress oxydatif (167, 168). De plus, 
une autre fonction spécifique de l’immunoprotéasome, proposée par Seifert et ses 
collègues, serait sa capacité à mieux cliver les substrats polyubiquitinés que le 
protéasomes standard (168). Cependant cette découverte porte toujours à 
controverse (169). Enfin, une autre étude récente suggère que l’immunoprotéasome 
joue également un rôle dans la survie et l’expansion des cellules T lors d’une 
infection virale. En effet, Moebius et al. ont montré que la survie de cellules T 
transférées dans des souris RAG-2-/- infectées par le virus LCMV dépendait de leur 













Melanoma (n=4) 88 (±3)% 8 (±2)% 4 (±3)% 0%
Nonsmall cell lung carcinoma (n=1) 80% 0% 20% 0%
Myeloma (n=1) 72% 5% 23% < 2,5%
Liver(n=3) 31 (±3)% 50 (±8)% 4 (±6)% 15 (±2)%
Kidney (cortex)(n=1) 61% 30% 0% 9%
Small Bowel (mucosa)(n=1) 0% 15% 21% 64%
Colon (mucosa)(n=2) 2 (±4)% 49 (±10)% 0% 49 (±7)%
Heart (n=3) 83 (±3)% 2 (±4)% 3 (±5)% 12 (±8)%
Monocyte(n=1) 15% 0% 54% 31%
Immature Dendritic cells (n=3) 4 (±4)% 42 (±5)% 24 (±12)% 29 (±19)%
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Figure 14. Tissus d’expression des différents sous-types de protéasomes et leur implication dans l’apprêtement 
d’antigènes. (Modifié d’après Vigneron et al., Biomolecules. Novembre 2014 ;4(4):994-1025.). 
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survivent pas au transfert adoptif, alors que celles provenant de souris WT survivent 
très bien (170). Ceci est vrai tant pour les cellules T cytolytiques que pour les T 
helper démontrant que ce phénomène est indépendant de l’apprêtement CMH de 
classe I. Ces résultats ont mis à jour la notion que les cellules T ont besoin de 
l’immunoprotéasome pour survivre dans un environnement inflammatoire et qu’une 
inhibition sélective de β5i pourrait bloquer les fonctions pathogéniques des cellules T 
dans des maladies inflammatoires chroniques telles que les maladies auto-immunes. 
De manière très intéressante, le traitement de souris avec l’inhibiteur sélectif de β5i 
ONX 0914 (ou PR-957) permet d’empêcher la progression d’arthrite rhumatoïde 
dans des modèles précliniques de souris (171) ainsi que dans diverses maladies 
auto-immunes (172-174). Ces découvertes pourraient mener à de nouvelles 
approches dans le traitement des maladies auto-immunes et posent la question du 
rôle mécanistique de l’immunoprotéasome dans ces maladies.  
Les protéasomes intermédiaires 
L’existence de sous-types de protéasomes composés d’un mélange de sous-unités 
du protéasome standard et de l’immunoprotéasome a pour la première fois été 
suggérée suite à la transfection de cellules avec certaines des sous-unités de 
l’immunoprotéasome. L’existence de ces protéasomes intermédiaires a également 
été suggérée dans des complexes isolés à partir de muscles de rats (175-177). En 
utilisant de nouveaux anticorps dirigés spécifiquement contre les sous-unités de 
l’immunoprotéasome et capables de reconnaître les protéasomes dans leur état natif, 
notre laboratoire a récemment démontré l’existence de protéasomes ne contenant 
qu’une (β5i) ou deux (β1i , β5i) sous-unités catalytiques inductibles de 
l’immunoprotéasome (Figure 14) (163). Ces protéasomes intermédiaires étaient 
présents dans les cellules tumorales humaines mais également dans différents tissus 
sains. Une quantification précise des différentes sous-unités a montré que les 
protéasomes intermédiaires représentent entre 30 et 50% du contenu en protéasome 
du foie, du côlon, du petit intestin et du rein. Les différentes tumeurs analysées 
contenaient quant à elles 10 à 20 % de protéasomes intermédiaires (163). Cette 
étude a également montré que ces sous-types de protéasomes avaient une activité 
catalytique « trypsin-like » et « chymotrypsin-like » intermédiaire entre celle du 
protéasome standard et celle de l’immunoprotéasome. L’activité caspase associée à 





Figure 15. Modèle de sélection thymique. Les étapes successives du développement des lymphocytes double 
négatifs (DN) nécéssitent un mouvement des thymocytes à travers la zone sous capsulaire du thymus. Après leur 
sélection, ces cellules devenues doubles positives (DP), vont traverser le cortex externe et subir la sélection positive 
suite à la reconnaissance de peptides présentés par les cellules épithéliales du cortex thymique (cTEC). Les lignées 
de thymocytes CD4+ ou CD8+ sélectionnés positivement vont ensuite migrer vers la médullaire. Une fois dans la 
médullaire, ces cellules positives pour un seul co-récepteur vont être scannées par les cDCs résidentes et 
migratoires, les cellules dendritiques plasmacytoîdes (pDCs), les cellules épithéliales de la médulla thymique et des 
cellules B. (Modifié d’après Klein et al., Nature Review immunology, Juin 2014 ; 377-391).  
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contenant β1 et β5i et absente des protéasomes contenant β1i et β5i. Ceci est lié au 
fait que seule la sous-unité β1 est capable de cliver après les résidus acides. Ces 
spécificités de clivages ont pour résultat que les protéasomes intermédiaires 
présentent un répertoire de peptides spécifiques, certains peptides n’étant produits 
que par l’un ou l’autre type de protéasome intermédiaire. C’est le cas du peptide 
antigénique MAGE-A3271-279 produit uniquement par le protéasome simple 
intermédiaire β5i (33, 163) et des peptides MAGE-A10254-262, MAGE-C2336-344, MAGE-
C242-50, MAGE-C2191-200 qui sont produits par le protéasome double intermédiaire 
β1i , β5i (156, 162-164, 178, 179).  
Les protéasomes spécifiques de tissus 
En recherchant des gènes en lien avec ceux codant pour le protéasome dans une 
base de donnée génomique, Murata et al. découvrirent l’existence d’un gène 
homologue à β5 et β5i. De manière intéressante, ce gène était uniquement exprimé 
dans le thymus, la sous-unités catalytique correspondant a donc été appelée β5t 
(180). Une analyse plus détaillée des cellules du thymus a montré que β5t était 
exclusivement exprimée par les cellules épithéliales du cortex thymique. Pour rappel, 
le thymus est un organe lymphoïde primaire où les cellules T immatures acquièrent 
la spécificité de leur récepteur antigénique.  C’est dans le thymus que les cellules T 
capables de reconnaître les molécules CMH autologues sont sélectionnées par un 
processus appelé sélection positive (Figure 15) (181). Cette sélection positive se 
déroule dans la zone corticale du thymus et est médiée par les cellules épithéliales 
spécialisées du cortex thymique (« cortical thymic epithelial cells », cTECs). La 
sélection positive est suivie de la sélection négative, qui se produit au sein de la 
région médullaire du thymus et qui entraîne l’élimination des cellules T reconnaissant 
des antigènes du soi. La sélection négative dépend des cellules épithéliales de la 
médullaire thymique (« medullary thymic epithelial cells », mTECs) et des cellules 
dendritiques thymiques, qui présentent ces antigènes du soi sous la dépendance du 
facteur de tanscription AIRE (182, 183). Afin d’étudier la fonction de la sous-unité β5t, 
l’équipe de Murata a généré des souris déficientes en β5t. Dans ces souris, bien que 
la sélection des T CD4+ soit normale, la sélection des cellules T cytotoxiques CD8+ 
matures est réduite de 80 % menant à une sévère réduction du nombre de T CD8+ 
dans la rate (180). Le phénotype de ces souris a pour conséquence une 
susceptibilité accrue à une infection par le virus de la grippe alors que les souris 
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sauvages survivent à ce type d’infection (184). La fonction unique de  β5t dans la 
sélection positive a été étudiée en comparant les activités catalytiques de 
protéasomes contenant soit  β5 soit  β5t. Comparés aux protéasomes contenant  β5, 
les protéasomes β5t+, ont une activité « chymotrypsin-like » moins importante, les 
activités « caspase-like » et « trypsin-like » ne sont quant à elles pas modifiées (180). 
Ce changement de profil d’activité peut encore une fois être expliqué par la 
spécificité en acides aminés délimitant la poche de liaison du substrat de  β5t. En 
effet, comme nous l’avons vu, la poche S1 de  β5 et  β5i lie préférentiellement les a.a. 
hydrophobes. La poche S1 de  β5t semble quant à elle s’accommoder d’a.a. 
hydrophiles tels que la sérine ou la thréonine. Les peptides antigéniques ainsi 
produits contiendraient donc des résidus C-terminaux plus hydrophiles, ce qui les 
rend moins aptes à lier les molécules HLA de classe I. Ceci a permis  une hypothèse 
en accord avec la sélection positive dans le thymus. En effet, ces ligands dépendant 
de β5t ayant une faible liaison sur les CMH de classe I sur les cTECs pourraient être 
un prérequis nécessaire pour une sélection positive des cellules T dans le thymus. 
En effet, le modèle de sélection thymique en fonction du niveau d’affinité propose  
qu’une liaison de faible affinité du TCR sur le complexe CMH de classe I/peptide 
permet la sélection positive alors qu’une haute affinité du lien TCR mène à la 
sélection négative (voir (181) et (185) pour revues). Cependant, une étude récente 
réalisée par Xing et al. a montré que le temps de demi-vie des complexes 
MHC/peptides à la surface des cTEC et des mTEC était similaire, ceci étant en 
opposition avec l’idée que les cTEC porteraient des complexes MHC instables 
responsable de la sélection positive (186). De plus, un taux similaire de MHC de 
classe I est présent en surface de cTEC  β5t+/- et  β5t-/- (180). Il a été suggéré que les 
cTEC aient développé un mécanisme alternatif autorisant la stabilisation de leurs 
MHC de classe I avec des peptides de faible affinité (152). 
De manière intéressante, les tissus contenant le plus d’altération de la composition 
en sous-unités protéasome sont les testicules et en particulier les spermatides (187). 
La différenciation de cellules spermatogoniales souches en spermatozoïdes mature 
est un processus extrêmement régulé qui inclut des mitoses, méioses et 
changements morphologiques. Ces différentes étapes sont toutes en parties 
dépendantes des fonctions du protéasome. L’existence de sous-unités de 
protéasomes spécifiques des testicules a été décrite pour la première fois chez la 
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drosophile dans les années 90. L’équipe du Pr. Belote a montré l’existence de deux 
sous-unités alternatives de type α4 (α4T1 et α4T2) encodées par des gènes 
exclusivement exprimés par les cellules germinales mâles (188). A l’heure actuelle, 
chez la drosophile, 12 des 33 sous-unités du protéasome 26S ont été identifiées 
comme existant en 2 voire 3 isoformes différentes. Si l’ensemble des tissus étudiés à 
ce jour expriment les formes conventionnelles de ces sous-unités, seuls les 
testicules expriment les isoformes additionnels (187). Ces protéasomes spécifiques 
des testicules seraient impliqués dans les mouvements cytosoliques nécessaires à la 
spermatogenèse ainsi que dans la dégradation des histones ou lors de dommage à 
l’ADN durant la réplication (189, 190). 
 
4.5. Implications de l’apprêtement des antigènes tumoraux par les différents 
sous-types de protéasomes sur la tolérance antigénique 
 
Il est intéressant de noter que jusqu’à maintenant, les plupart des peptides 
antigéniques tumoraux dépendants du protéasome standard et faiblement apprêtés 
par l’immunoprotéasome dérivent des protéines du soi exprimées dans les tissus 
adultes sains (191). Les cellules résponsables de la sélection négative des cellules T 
expriment un taux important d’immunoprotéasome, l’apprêtement de ces peptides 
est donc exclu dans les cellules mTEC. Ceci résulte en l’absence de sélection 
négative pour ces cellules T reconnaissant ces antigènes et explique pourquoi ces 
lymphocytes persistent dans le système périphérique. Par contre, les antigènes 
tumoraux tels que la plupart des antigènes de type MAGE spécifiques des tumeurs 
et les antigènes mutés sont mieux produits par l’immunoprotéasome (162, 163, 192). 
La tolérance immunitaire limitée contre les antigènes de types MAGE a été attribuée 
à la très faible expression des gènes codant pour les antigènes spécifiques des 
tumeurs dans les mTEC. En effet, seules les cellules T reconnaissant ces antigènes 
avec une très forte affinité subiraient la sélection négative (193). Les CTL anti-
tumoraux présent dans le sang des patients dériveraient donc de cellules T de faible 
affinité qui auraient échappé à la sélection négative dans le thymus. Dans le but de 
confirmer cette hypothèse, notre groupe a récemment produit une souris déficiente 
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pour le gène spécifique de tumeurs murines P1A (194). Ce gène murin a un profil 
d’expression de type « cancer-germline » comme les gènes MAGE chez l’homme. 
L’hypothèse de départ était que ces souris, qui n’expriment pas P1A dans le thymus, 
devraient contenir un répertoire de cellules T anti-P1A avec une très forte affinité. De 
manière surprenante, même si la proportion de cellules T anti-P1A dans les souris 
KO était légèrement supérieure, le répertoire TCR de ces cellules était quasiment 
identique que celui des souris sauvages. Ceci suggérant qu’il existe une tolérance 
minimale contre ces antigènes dans les souris sauvages malgré l’expression de P1A 
dans les mTEC (194). De nouvelles études sur l’apprêtement de l’antigène P1A et 
sur le type de protéasome contenu dans les mTEC devraient permettre de 




5. Nouvelle fonction du protéasome : l’épissage de peptides 
 
Depuis la découverte du rôle du protéasome dans l’apprêtement de peptides 
antigéniques au début des années 80, il était entendu que les peptides antigéniques 
reconnus par les CTL dérivaient d’un fragment continu d’une protéine parentale 
libéré lors de la dégradation de cette protéine par le protéasome. Ce dogme fut remis 
en cause en 2004 lorsque Hanada et son équipe démontrèrent qu’un clone de CTL 
spécifique d’une lignée de carcinome rénal reconnaissait un antigène dérivé de la 
fusion de deux fragments peptidiques non contigus de la protéine FGF-5 (fibroblast-
growth factor-5) (195). La production de ce peptide nécessitait l’excision d’un 
fragment de 40 a.a. et l’épissage des deux fragments présents à son extrémité. La 
même année, Nathalie Vigneron parvint à identifier un second peptide antigénique, 
RTK_QLYPEW produit par l’épissage de deux fragments non-contigus de la protéine 
de différenciation des mélanomes gp100 (196). Pour la première fois, cette étude 
démontra que ce processus d’épissage était réalisé au sein du protéasome. En effet, 
la réaction d’épissage peptidique a pu être reproduite in vitro en incubant du 
protéasome purifié avec le peptide précurseur RTKAWNRQLYPEW. Cet épissage 
peptidique se produit suite à l’attaque nucléophile de l’intermédiaire acyl-enzyme par 
le groupement amine N-terminal d’un fragment peptidique présent dans la chambre 
catalytique (Figure 16a). Ceci permet la formation d’un nouveau lien peptidique entre 
les deux fragments composant le peptide. L’analyse du niveau d’activation d’un CTL 
obtenu suite à des digestions in vitro de différents fragments peptidiques a montré 
qu’un peptide épissé est produit à partir de +/- 104 molécules de précurseurs. 
Quelques années plus tard, un deuxième peptide épissé (SLPRGT_STPK) contenant 
un polymorphisme dans la séquence de la protéine nucléaire SP110 (i.e. un antigène 
mineur d’histocompatibilité) fut découvert (197). La particularité de ce peptide est 
qu’il contient deux fragments non-contigus de la protéine SP110 qui ont été épissés 
en ordre inverse comparé à la séquence originale de la protéine parentale SP110. La 
réaction d’épissage inverse a pu être reproduite in vitro en incubant le précurseur 
STPKRRHKKKSLPRGTASR en présence de protéasome 20S purifié. L’épissage de 
ce peptide se produisait également par une réaction de transpeptidation faisant 




Figure 16. Modèle d’épissage peptidique réalisé par le protéasome. a. Mécanisme de production de 
l’épitope épissé RTKQLYPEW dérivé de gp100 et b. du peptide épissé en sens inverse SLPRGTSTPK dérivé 
de SP110 (D’après Vigneron et al. Cellular and Molecular Life Sciences; Février 201, 68: 1503-1520). 
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membre de notre équipe, Alexandre Dalet, démontra que le peptide épissé dérivé de 
FGF-5 découvert par Hanada était également produit par transpeptidation dans le 
protéasome. Ceci malgré le fait que les peptides à assembler étaient séparés par 
une séquence longue de 40 acides aminés (198). Il est intéressant de noter que 
cette étude a montré que l’épissage de fragments provenant de deux protéines 
différentes (épissage trans) était possible, mais ne se produisait qu’à un très faible 
rendement comparé à l’épissage de fragments provenant d’une même protéine 
(épissage cis) (198). Un quatrième peptide résultant de l’épissage de deux fragments 
non-contigus de la protéine tyrosinase a été récemment identifié (199). De manière 
intéressante, ce peptide contient deux modifications post-traductionnelles 
supplémentaires consistant en le remplacement de deux résidus asparagines par 
des aspartates.  Ce processus de déamidation se produit suite à la déglycosylation 
des résidus asparagine par la N-glycanase. En bref, une fois la protéine tyrosinase 
synthétisée et glycosylée dans le RE, celle-ci est retro-transloquée dans le cytosol 
via le système ERAD  pour y être dégradée par le protéasome (voir Figure 23b) 
(200-202). Une fois dans le cytosol, la protéine glycosylée subit une déglycosylation 
de ses asparagines par la « peptide N-glycanase » menant à la transformation des 
asparagines en aspartates. Les protéines tyrosinases désamidées sont ensuite 
dégradées par le protéasome, processus au cours duquel le peptide épissé est 
produit.  
Dans une autre étude, A. Dalet a comparé l’efficacité du protéasome standard et de 
l’immunoprotéasome à réaliser l’épissage des 4 peptides décrits ci-dessus (199, 203). 
Il démontra que les peptides antigéniques dérivés de FGF-5, gp100 et la tyrosinase 
étaient épissés de manière plus efficace par le protéasome standard alors que le 
peptide d’histocompatibilité mineur dérivé de la protéine SP110  était mieux produit 
par l’immunoprotéasome. Ces résultats sont en accord avec le fait que la capacité de 
chaque type de protéasome à produire un peptide épissé dépend de sa capacité à 
produire les fragments originaux impliqués dans la réaction d’épissage. En effet, 
l’immunoprotéasome produit plus efficacement les fragments composant les peptides 
épissés dérivés de SP110 (204). 
Des recherches récentes réalisées par l’équipe du Pr. Kloetzel ont confirmé ces 
résultats et ont tenté de répondre à différentes questions mécanistiques concernant 
l’épissage peptidique réalisé par le protéasome (205). Une des questions principales 
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de cette étude était de savoir si la formation des peptides épissés est uniquement 
dépendante des diverses intensités de clivages du protéasome sur le substrat et 
donc fonction de la quantité de fragments disponibles. Une autre question importante 
consiste à savoir si le processus d’épissage est dépendant d’une transpeptidation 
directe ou si il était réalisé via une hydrolyse suivie d’une condensation. En effet, A. 
Dalet a montré qu’un peptide épissé pouvait être généré en très faible quantité en 
l’absence de protéolyse au sein du protéasome (199). Afin de mesurer la proportion 
et les mécanismes biochimiques impliqués dans l’épissage de peptides par le 
protéasome, l’étude de Mishto et Kloetzel a mesuré la valeur absolue de la quantité 
des fragments disponibles pour réaliser l’épissage et la quantité de peptides 
effectivement épissé par le protéasome. Pour ce faire, ils mirent au point un 
algorithme  (methode QME) capable de calculer le facteur de conversion entre un 
signal MS et la quantité absolue de peptide dans une réaction in vitro. Ceci leur 
permis de quantifier la valeur absolue du rapport de l’ensemble de clivages réalisé 
par le protéasome et l’ensemble des peptides épissés.  
Dans un premier temps, ils ont voulu déterminer si certains sites catalytiques du 
protéasome favorisaient l’épissage. Ils purent ainsi montrer que l’ensemble des sous-
unités catalytiques (β1, β2 et β5) pouvaient être impliquées dans ce processus. Ils 
démontraient également que l’épissage par le protéasome humain n’était pas un 
événement rare puisque ils ont montré que la quantité moyenne de peptides épissés 
correspondait à 1,98 % des fragments produits par le protéasome in vitro. De plus, la 
quantité des peptides épissés produits par le protéasome standard humain et 
l’immunoprotéasome n’était pas significativement différente. Ceci suggérant une 
propension similaire entre ces deux types de protéasomes à réaliser l’épissage 
peptidique. Ils comparèrent également la formation de peptides épissés in vitro à 
partir d’un même fragment protéique (épissage cis) et ceux formé à partir de deux 
fragments différents (épissage trans). Leurs résultats ont montré une légère mais 
significative propension à réaliser un épissage à partir d’un fragment unique (cis) 
(205). La question suivante à laquelle ils ont tenté de répondre est de savoir si 
l’épissage était directement proportionnel à la quantité de réactifs créés par le 
protéasome. Ceci en accord avec le modèle de transpeptidation. Leurs résultats ont 
montré que le fragment peptidique produit en plus faible quantité était toujours le 
facteur limitant lors de la formation de peptides épissés et ceci indépendamment de 
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la position du fragment réactif dans le futur peptide épissé. Ils montrèrent donc une 
corrélation entre la quantité de réactifs disponibles et les produits. Ils voulurent 
ensuite savoir si c’était le seul facteur impliqué dans le phénomène d’épissage 
peptidique ou si la séquence du substrat pouvait également jouer un rôle. Dans le 
cas où le l’épissage est uniquement dépendant de la quantité de réactifs présents, la 
fréquence générale des clivages réalisés par le protéasome et la fréquence des 
clivages correspondant aux résidus P1 et P1’ des peptides épissés devraient être 
similaire. Or ils démontrèrent que cela n’était pas le cas, suggérant un facteur 
séquence dépendant dans la réalisation de l’épissage peptidique. Ce résultat mena 
cette équipe à émettre l’hypothèse de l’existence d’un site de liaison des substrats 
utilisé pour l’épissage différent de la poches S’ liant le substrat peptidique lors de 
l’hydrolyse, et sélective quant à la séquence du réactif à épisser (Figure 17).  
Dans le but de confirmer le modèle de transpeptidation directe dans le phénomène 
d’épissage, ils réalisèrent un épissage protéasome dépendant in vitro en présence 
d’eau enrichie en O18. L’analyse en MS des peptides épissés a montré que ceux-ci 
étaient créés sans l’incorporation d’O18. Incorporation qui serait nécessaire dans le 
modèle hydrolyse condensation.  
Enfin, ils démontrèrent que les peptides épissés ont une plus grande probabilité de 
convenir au chargement MHC de classe I comparé aux simples fragments 
peptidiques réalisés par le protéasome. En effet, la proportion des fragments ayant 
une taille de 9 à 12 a.a. est plus grande pour les fragments épissés que celle des 
fragments produits lors de la dégradation classique par le protéasome.  
Pour conclure ce chapitre, soulignons que l’efficience de l’épissage réalisé par le 
protéasome a également été décrite comme dépendante d’autres facteurs. La 
capacité de l’extrémité N-terminale du fragment nucléophile à entrer en compétition 
avec une molécule d’eau et à attaquer l’intermédiaire acyl-enzyme joue sans doute 
un rôle prépondérant. De plus, la concentration et le temps de demi-vie du fragment 
dans la chambre catalytique du protéasome et son orientation relative vis-à-vis du 
lien ester de l’intermédiaire acyl-enzyme sont également des facteurs influençant 
l’épissage réalisé par le protéasome (205, 206).  
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  Figure 17. Modèle des sites de liaisons du substrat lors 
de l’épissage peptidique réalisé par le protéasome 
selon Mishto et al.  
A. Illustration des sites de liaison des PCPS γ  et δ 
(« Proteasome-catalyzed peptide splicing » ou fragment 
peptidique à épisser par le protéasome γ et δ) et du  
“primed substrate binding” (poche S1’) au niveau de la 
thréonine active du proteasome. Le site de liaison du 
PCPS γ coinside avec le “non-primed substrate binding 
site” (poche S1). Selon eux, le site de liaison du PCPS δ 
pourrait être différent du “primed substrate binding site” 
(poche S1’). Le substrat est représenté en noir (en N-ter du 
clivage) et en blanc (en C-ter du clivage). Le réactif C-
terminal de l’épissage est quant à lui représenté en gris. 
Chaque boule représente un a.a.. B, Le substrat lie sa 
partie N-terminale au site de liaison du PCPS / “non-primed 
substrate binding” (poche S1) et sa partie N-terminale au 
“primed substrate binding site” (poche S1’). La partie N-ter 
du futur peptide épissé lie le site de liaison du PCPS δ 
avec son extrémité N-ter à proximité de la Thr1. Ceci 
suggère que le substrat et la partie C-ter du futur peptide 
épissé pourrait lier différents sites de la sous-unité 
catalytique en même temps. Durant le clivage par la Thr1 
du lien peptidique du substrat, l’intermédiaire acyl-enzyme 
est formé et la partie C-ter du fragment est libérée (étape 
T1). Ensuite, la partie C-ter du futur peptide épissé, qui est 
déjà à proximité de la Thr1 pourrait réaliser l’attaque 
nucléophile sur l’intermédiaire acyl-enzyme et permettre la 
formation du peptide épissé (étape T2). (D’après Mishto et 
al., Mol Cell Proteomics. Octobre 2012, (10):1008-23.) 
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6. Les inhibiteurs du protéasome 
 
La voie ubiquitine-protéasome est la voie majeure de contrôle qualité pour les 
protéines nouvellement synthétisées dans les cellules eucaryotes (88). De plus, par 
la destruction ciblée de protéines régulatrices, cette voie participe à la régulation d’un 
grand nombre de fonctions cellulaires et physiologiques. Par exemple, la progression 
du cycle cellulaire est impossible sans une dégradation des protéines kinases (tel 
que CDK) par la voie ubiquitine-protéasome (207). Il en résulte que l’inhibition du 
protéasome permet, entre autres, l’arrêt de la prolifération cellulaire via le blocage du 
cycle cellulaire. 
Depuis que la FDA (US Food and Drug Administration) a approuvé l’inhibiteur de 
protéasome bortezomib (Velcade, PS-341) pour le traitement de myélomes multiples 
(MM) en 2003, la famille des inhibiteurs du protéasome s’est fortement développée. 
En effet, récemment, différents inhibiteurs ont été de précieux outils permettant de 
disséquer le rôle du protéasome dans la dégradation des protéines et l’apprêtement 
d’antigènes. De plus, aujourd’hui, 5 nouveaux inhibiteurs de protéasome sont entrés 
en phase clinique et de nouvelles classes structurelles d’inhibiteurs ont été 
découvertes (208).  
Dans ce chapitre, nous allons décrire les classes les plus importantes d’inhibiteurs 
du protéasome. Celles-ci sont diverses et peuvent être divisées en deux groupes 
principaux en fonction de ce qu’elles forment ou non un lien covalent avec la 
thréonine du site actif. Ces deux groupes sont eux-mêmes subdivisés en fonction 
leur structure. L’ensemble des inhibiteurs non-covalents du protéasome sont des 
inhibiteurs réversibles. C’est également le cas pour certains membres des inhibiteurs 
covalents tel que les aldéhydes et certains boronates.  
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6.1. Les inhibiteurs non spécifiques d’une sous-unité du protéasome 
En général, les inhibiteurs covalents consistent en un fragment peptidique lié a un 
piège électrophile qui interagit avec la thréonine1 du site actif de la sous-unité 
catalytique du protéasome. Différentes classes d’inhibiteurs covalents ont été 
décrites en fonction de la nature du piège électrophile utilisé (Figure 18).  
Les aldéhydes de peptides 
Les aldéhydes de peptides (e.g. MG-132 (209, 210)), PSI (211), (Figure 18a), 
AcLLnL-al)  ont  été largement utilisés car ils furent les premiers inhibiteurs de 
protéasome à être développés. Ces inhibiteurs bloquent le protéasome en formant 
un groupement hémiacétal (groupe fonctionnel formé par réaction d'un aldéhyde et 
d'un alcool) avec les thréonines des sites actifs du protéasome (Figure 19a). 
Historiquement, la co-cristalisation du protéasome avec l’AcLLnL-al a permis de 
localiser les sous-unités portant les sites actifs des protéasomes de Thermoplasma 
et S. cerevisiae (99, 101). Chez les protéasomes eucaryotes, l’AcLLnL-al se lie avec 
une affinité plus élevée à la sous-unité β5 (activité chymotryptique) et avec une 
affinité plus faible aux sous-unités β1 et β2 (109). Les aldéhydes sont principalement 
décrits comme des inhibiteurs de cystéines et de sérines protéases. Cependant, il a 
été démontré que le MG-132 était un inhibiteur plus spécifique du protéasome que 
des cathepsines ou des calpaines (212). L’utilisation de ce type d’inhibiteurs en 
conditions physiologiques doit cependant être contrôlée, d’autant que l’action des 
peptides aldéhydes sur le protéasome est également rapidement réversible.  
Les peptides boronates 
Les peptides boronates (e.g. les boronates analogues de MG-132, le bortezomib et 
deux boronates en phase clinique : CEP-18770 et MLN2238), sont des inhibiteurs 
synthétiques du protéasome plus efficaces que les aldéhydes correspondant (209) 
(Figure 18b). Les boronates produisent des complexes tétraédriques avec les 
thréonines des sites actifs du protéasome (Figure 19b). Ces complexes sont 
stabilisés par un pont hydrogène entre le groupe amine N-terminal de la thréonine et 
un des groupement hydroxyles de l’acide boronique (213). Ce pont hydrogène 
explique pourquoi les peptides boronates sont de meilleurs inhibiteurs du 
protéasome que des sérines protéases, groupe pour lequel ils étaient originellement 
développés. Malgré le fait que les boronates soient des inhibiteurs réversibles, la 
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liaison protéasome-boronate a un taux de dissociation nettement plus lent que la 
liaison protéasome-aldéhyde. On considère par exemple qu’à l’échelle de temps 
d’une expérience cellulaire, l’inhibition par le bortezomib est pratiquement irréversible.  
Celui-ci inhibe principalement l’activité  chymotryptique (β5) du protéasome et inhibe 
également l’activité caspase-like (β1) avec une plus faible efficacité (214). De 
manière intéressante, il a été montré que le bortezomib était également capable de 
se lier aux sous-unités β1i et β5i de l’immunoprotéasome (215). 
Du point de vue clinique, le bortezomib montre une activité cytotoxique contre un 
panel de plus de 60 lignées cellulaires dérivées de différents types de cancers (216). 
Il est aujourd’hui un traitement de première ligne contre les myélomes multiples (MM). 
Pendant plusieurs années, on a pensé que la réponse des MM au bortezomib était 
due à l’inhibition de l’activation NF-κB par le protéasome (217). Cependant, il semble 
que ce ne soit pas le facteur le plus important dans la réponse contre les MM 
puisque l’inhibition de la voie NF-κB seule a un effet nettement moindre sur les 
cellules de myélomes que l’inhibition du protéasome (218). De plus, NF-κB joue un 
rôle important dans la prolifération et la résistance d’un grand nombre de tumeurs 
solides contre lesquelles le Bortezomib n’a aucune efficacité. Par contre, comme 
nous l’avons dit, la voie ubiquitine-protéasome est la voie majeure de dégradation 
des protéines nouvellement synthétisées et les cellules de myélome multiple sont les 
cellules secrétant le plus de protéines de tous les types cellulaires. Elles synthétisent 
et sécrètent une très grande quantité d’IgG ou d’IgA, molécules très complexes et 
difficiles à synthétiser sans erreurs (219). Les chaines d’IgG mal repliées ou mal 
assemblées sont dégradées par le protéasome via la voie ERAD « endoplasmic 
reticulum (ER)- degradation pathway » (voir Figure 23). A un taux élevé de synthèse 
d’IgG, les cellules de myélome multiple produisent une grande quantité de protéines 
mal repliées qui doivent être prises en charge par le protéasome pour éviter la 
toxicité cellulaire. Ces cellules sont donc très sensibles au stress induit par l’inhibition 
du protéasome (220). Il a de plus été démontré que l’augmentation de la production 
d’IgG par des cellules dérivées de myélome multiple augmentait leur susceptibilité 
aux inhibiteurs du protéasome (221). Une inhibition partielle du protéasome in vivo 
par le bortezomib, non toxique pour les cellules normales des patients, serait donc 





Figure 18. Illustrations des principales classes d’inhibiteurs covalents du protéasome. (a.) Aldehydes; (b.) boronates; (c.) 
epoxyketones; (d.) β-lactones; (e.) vinyl-sulfones. Les produits naturels sont représentés en bleu. Les inhibiteurs synthétiques 
utilisés pour des traitements anti-cancéreux (approuvé par la FDA) sont en rouge. Les produits naturels utilisés dans des essais 
cliniques contre le cancer sont en violet. Les inhibiteurs synthétiques qui ont été testés cliniquement contre d’autres types de 
maladies sont en orange. (Omuralide est le dérivé du produit naturel Lactacystine). (Modifié d’après Kisselev et al., Chemistry & 





Figure 19. Mécanismes d’inhibitions du protéasome par divers inhibiteurs covalents. (a.) Aldehydes; (b.) boronates; (c.) 
epoxyketones; (d.) β-lactones; (e.) vinyl-sulfones. Le proteasome est en bleu. Les inhibiteurs sont en noir excepté l’électrophile qui est 




Les peptides époxyketones (Figure 18c) sont les inhibiteurs de protéasome les plus 
spécifiques identifiés à ce jour. Deux inhibiteurs naturels dérivés d’Actinomyces 
appartenant à cette famille sont l’époxomicine et l’éponémicine (222, 223). De 
manière intéressante, aucune cible non-spécifique de ces composés n’a été 
identifiée à ce jour. L’analyse de la structure du protéasome de levure complexé 
avec l’époxomicine a permis d’expliquer cette forte spécificité. En effet, le complexe 
protéasome-inhibiteur final consiste en un anneau morpholino à 6 membres formé 
par la thréonine N-terminale de la sous-unité catalytique du protéasome avec la 
partie époxyketone de l’inhibiteur. Du point de vue mécanistique, le groupement 
hydroxyle de la sous-unité catalytique réalise une attaque sur le groupement 
carbonyle de l’inhibiteur. Ensuite, le groupe amine libre de la thréonine ouvre le cycle 
époxyde et permet la formation d’un cycle morpholino (Figure 19c). Il semble donc 
que les époxyketones tirent avantage du mécanisme non classique employé par le 
protéasome. Les sérines et les cystéines protéases ne possèdent pas de 
groupement amine libre sur leur site catalytique et ne peuvent donc pas former le 
complexe cyclique final réalisé par les époxykétones. Du point de vue de la 
spécificité vis-à-vis des sites catalytiques, l’époxomicine lie l’ensemble des sous-
unités du protéasome avec une affinité plus grande pour l’activité chymotryptique. De 
plus, elle a également une forte affinité pour les sous-unités β1i et β5i de 
l’immunoprotéasome (222). Deux composés actuellement en phase clinique dans le 
traitement de cancers sont des époxykétones. Il s’agit du ONX-0912 et du carfilzomib 
(224). Ce dernier montre en effet une plus forte inhibition de l’activité chymotryptique 
du protéasome que le bortezomib (225). 
Les β-lactones 
La lactacystine est un inhibiteur naturel du protéasome isolé de Streptomyces 
lactacystinaeus. Elle inhibe les 3 sous-unités du protéasome avec des intensités 
variables en fonction de la sous-unité (226). En réalité, le composé actif est le clasto-
lactacystin β-lactone (ou omuralide), qui est formé suite à l’hydrolyse de la 
lactacystine en solution aqueuse (227). Malgré une meilleure spécificité que les 
aldéhydes, les β-lactones ne sont pas aussi spécifiques que les époxykétones et 
l’inhibition de certaines sérines peptidases telles que la cathepsine A et TPPII a été 
rapportée (92). Beaucoup d’inhibiteurs β-lactones tels que l’omuralide et le 
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marizomib, ont été identifiés ces dernières décennies (Figure 18d) (228). Ces 
inhibiteurs inactivent le protéasome en estérifiant le groupement hydroxyle de la 
thréonine catalytique (Figure 19d). Il faut souligner que l’ensemble des complexes 
protéasome/β-lactone sont progressivement hydrolysés par l’eau, ce qui produit une 
réactivation du protéasome (229). Cependant, le marizomib est actuellement un des 
plus puissants inhibiteurs du protéasome testés dans des essais en phase clinique 
contre les myélomes multiples, des leucémies, des lymphomes et des tumeurs 
solides. En effet, il produit une inhibition de près de 100 % de l’activité 
chymotryptique du protéasome. De plus il a été démontré qu’il ciblait également les 
sites responsable de l’activité tryptique et caspase-like (230).  
Les peptides vinyl sulfones 
Les peptides vinyl sulfones sont des inhibiteurs covalents synthétiques du 
protéasome qui modifient à divers degrés l’ensemble des sous-unités β catalytiques 
(Figure 18e) (231). Lors de l’inhibition, le groupement hydroxyle de la thréonine 
catalytique réagit avec la double liaison du vinyl sulfone (Figure 19e). Cette famille 
comprend notamment le NLVS (3-nitro-4-hydroxy-5-iodophenyllacetate-Leu-Leu-Leu-
vs) et le ZLVS (benzyloxycarbonyl (Z)-Leu-Leu-Leu-vs). De manière intéressante, 
des études sur l’inhibiteur de cette famille Ada-125Tyr-Ahx3-Leu3-VS ont montré que 
celui-ci agissait de manière égale sur les 3 sites actifs du protéasome (232). Les 
molécules de cette famille sont moins réactives que les peptides aldéhydes mais ont 
cependant l’avantage de lier le protéasome de manière irréversible (231). 
Concernant leur rôle dans la compréhension mécanistique de l’activité du 
protéasome, cette famille d’inhibiteurs a permis de mettre en évidence le rôle des 
sites en position P3 et P4 du site catalytique dans la sélectivité du site actif (110).  
Les peptides cycliques 
Finalement, les peptides cycliques (TMC-95 et ses dérivés, Figure 20a), sont les 
seuls inhibiteurs du protéasome connus qui ne modifient pas les thréonines 
catalytiques du site actif. Le TMC-95 est donc un inhibiteur non covalent isolé de 
Apiospora montagnei qui lie fermement les sites actifs du protéasome et empêche 





Figure 20. Inhibiteurs non-covalents et inhibiteurs spécifiques des sous-unités du protéasome. a. Peptides cycliques. b. 
Inhibiteurs site-spécifiques. (1.) Inhibiteurs des sites chymotrypsin-like: YU-101 (Elofsson et al., 1999), NC-005 (Britton et al., 2009), 
NC-005-VS (Screen et al., 2010), and LU-005 (Geurink et al., 2010). (2.) Inhibiteurs des sites caspases-like. YU-102 (Myung et al., 
2001), NC-001 (Britton et al., 2009), and LU-001 (van der Linden et al., 2012) inhibent les sites β1 et β1i. (3.) Inhibiteurs des sites 
trypsin-like (Mirabella et al., 2011). (4.) Inhibiteurs spécifiques des sous-unités catalytiques de l’immunoprotéasome et vice versa. 
PR-957 (Muchamuel et al., 2009) est β5i (LMP7)-sélectif, et CPSI (Parlati et al., 2009) est sélectif de β5. LMP2-sp-ek (Ho et al., 




6.2. Les inhibiteurs spécifiques de sous-unités catalytiques du protéasome 
 La plupart des inhibiteurs décrits ci-dessus bloquent préférentiellement l’activité 
chymotryptique (β5). Le fait que l’activité de β5 ait été considérée comme l’activité la 
plus importante dans la dégradation des protéines a eu pour conséquence que les 
activités de β2 et β1 n’ont pas été considérées comme des cibles d’intérêt et ce, 
jusqu’à ce que l’on observe que la seule inhibition de l’activité chymotryptique n’était 
pas suffisante pour bloquer la dégradation protéique dans des cellules Hela (235). 
De plus, le fait que le bortezomib co-inhibe les sites « caspase-like » a posé la 
question de l’intérêt du développement de d’inhibiteurs spécifiques des différents 
sites catalytiques du protéasome. Depuis, des inhibiteurs de ce type ont été 
développés pour les trois sites actifs du protéasome standard ainsi que pour les 





7. Maturation et dégradation des peptides antigéniques 
 
7.1. Protéases complémentaires au protéasome impliquées dans la production 
des peptides antigéniques 
 
Peptidases cytosoliques 
Dans une cellule, il est capital que le rapport enzyme-substrat soit en équilibre. En ce 
qui concerne la présentation MHC de classe I, il semble a priori que cet équilibre 
n’existe pas. En effet, une cellule contient approximativement 2*109 protéines mais 
exprime « seulement » 10 000 à 500 000 molécules MHC de classe I en fonction du 
type cellulaire. Il en résulte que le protéasome génère 104 à 106 fois plus de peptides 
que ce que les MHC de classe I pourraient contenir (236). Si on suit cette logique, 
lorsqu’une protéine virale est exprimée, les peptides viraux créés par le protéasome 
devraient « attendre » que l’ensemble des peptides déjà créés soit chargé sur une 
molécule HLA. Or le taux rapide de présentation d’antigènes viraux par le CMH de 
classe I suite à une infection virale, suggère l’absence d’un tel engorgement. En 
réalité, il a été montré que TAP et la plupart des CMH de classe I sont capables de 
prendre en charge l’ensemble des fragments peptidiques de taille adéquate présents 
en conditions normales (237, 238). Il semble donc que la disponibilité en peptides 
plutôt que le système TAP-CMH de classe I soit le facteur limitant. En effet, les 
peptides ont une demi-vie de 6 à 10 secondes dans le cytosol d’une cellule vivante 
(239). Ceci suggère que la grande majorité des fragments peptidiques créés par le 
protéasome sont dégradés avant d’avoir eu accès au transporteur TAP empêchant 
ainsi la formation d’un engorgement au niveau des CMH de classe I (240).  
La métalloendopeptidase TOP (thimet oligopeptidase) est l’une des principales 
protéases responsable de cette activité. En effet, TOP serait impliquée dans 50 à 
70% de la dégradation des oligopeptides présents dans le cytosol (241) (242). De 
plus, la diminution de l’expression de TOP par siRNA augmente de près de 50% le 
niveau des complexes HLA-A / -B et -C en surface cellulaire (243). Ajoutons que sa 
surexpression induit une diminution de l’apprêtement de 3 antigènes protéasome-
dépendant (243). Ces résultats contribuent à considérer l’activité de TOP comme le 
facteur limitant la source de peptides antigéniques pour la voie CMH de classe I. 
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Figure 21. Balance entre la production et la destruction de peptides dans la voie CMH de classe I. Les 
protéines cytosoliques sont dégradées en peptides principalement par le protéasome. La plupart de ces 
peptides sont trop courts pour lier une molécule CMH de classe I, seul une minorité a une taille supérieure ou 
adéquate pour lier ces molécules. L’ensemble des peptides produits peut être raccourci par l’action d’endo- et 
d’aminopeptidases dans le cytosol. Certains fragments échappent à la destruction dans le cytosol et sont 
transportés par TAP dans la lumière du RE où ils peuvent être raccourcis ou dégradés par les 
aminopeptidases présentes dans celui-ci. Seuls les peptides de taille adéquate vont pouvoir être chargés sur 
les molécules HLAs. AP, aminopeptidases ; TOP, thimet oligopeptidase. Rectangles verts, séquences d’a.a. 
pouvant lier une molécule CMH de classe I. Lignes bleues, séquences d’a.a. devant être retirée avant le 




Il apparaît aujourd’hui que les aminopeptidases cytosoliques sont également 
impliquées dans la dégradation de fragments peptidiques. En effet, des cellules 
déficientes pour les aminopeptidases que sont la leucine aminopeptidase (LAP), la 
puromycine-sensitive aminopeptidase (PSA) , tripeptidylpeptidase II (TPPII) et la 
bléomycine hydrolase (BH) montrent une expression normale ou augmentée des 
CMH de classe I ainsi que de la réponse CTL (244-247). Ces aminopeptidases 
cytosoliques exercent donc un rôle global de dégradation des fragments peptidiques 
au sein du cytosol. Ensemble, leurs activités destructrices jouent un rôle capital dans 
la voie CMH de classe I. En effet, la proportion de peptides cytosoliques qui 
échappent à la destruction et qui s’associent à une molécule CMH de classe I devrait 
être inférieure à 0,1% (236) pour pouvoir expliquer que le nombre d’épitopes 
disponibles soit le facteur limitant de l’apprêtement sur les molécules CMH de classe 
I (Figure 21).  
Cependant, les aminopeptidases cytosoliques décrites ci-dessus ont d’abord été 
mises en évidence pour leur capacité à produire des peptides antigéniques à partir 
d’un précurseur peptidique créé par le protéasome (245, 248, 249). En effet, si le 
protéasome est majoritairement responsable de la production des peptides 
antigéniques de classe I, il est plus particulièrement responsable de la production de 
l’extrémité C-terminale de ceux-ci. L’extrémité N-terminale, quant à elle est 
généralement produite par des aminopeptidases présentes dans le cytosol. En effet, 
LAP (250), BH, PSA (251)  et TPPII (252) ont été décrites comme impliquées dans 
l’apprêtement de divers antigènes.  
 
ERAP1 et ERAP2 
Comme nous l’avons vu, chez l’humain, les peptides s’associant avec les molécules 
CMH de classe I ont une taille de 8-11 a.a.. Cependant, le transporteur TAP peut 
transférer des peptides de plus longue taille dans le RE (voir Chapitre 3.2.1). Ces 
peptides peuvent être raccourcis par deux aminopeptidases résidant dans le RE et 
régulées par l’IFNγ (ERAP1 et ERAP2) (240, 253). La spécificité des enzymes ERAP 
humaines pour leurs substrats dépend de la nature de l’extrémité N-terminale et de 
la séquence interne de ceux-ci. Des études sur des substrats fluorogéniques ont 
montré que ERAP1 coupait préférentiellement en aval d’acides aminés hydrophobes 
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Figure 22. Structure d’ERAP1 et modèle de « règle moléculaire ». Les représentations (a) et (b) montrent la 
structure spéciale et théorique de ERAP1 en conformation ouverte. Les résidus en noir sont décrits pour interagir avec 
le substrat peptidique. Les résidus du « Zinc binding motif » sont représentés en gris. Les flèches indiquent les 
mouvements des différents domaines suite à la fermeture d’ERAP1. (c) La fermeture de l’enzyme réarrange et active 
les sites actifs et crée une structure de l’interface peptide-enzyme sous forme de « règle moléculaire ». (D’après 
Weimershaus et al., Current opinion in immunology, 2013, Vol. 25 :90-96). 
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(leucine, méthionine). ERAP2, quant à elle, a une préférence pour un clivage derrière 
les acides aminés chargés positivement (arginine, lysine). Cependant, l’activité des 
deux enzymes contre des substrats plus longs semble moins restrictive et dépend 
d’autres facteurs tels que l’extrémité C-terminal et la séquence interne du substrat 
peptidique (254, 255). ERAP1 est impliqué dans l’apprêtement d’une proportion 
considérable des peptides associés aux molécules MHC de classe I (256). La 
structure d’ERAP1 est organisée en 4 domaines, le domaine II à hélices alpha 
catalytiques contient le motif du site de liaison au Zn2+ HEXXHX18E. Dans son 
prolongement le domaine I contient le motif signature exopeptidasique (GAMEN) et 
est également capable de lier le substrat. Le domaine III permet la connexion entre le 
domaine II et le domaine IV en forme de cuvette et également composé d’hélices 
alpha (Figure 22) (257, 258). La particularité de cette enzyme est qu’elle raccourcit 
les précurseurs peptidiques jusqu’à ce qu’il ne reste que des fragments de 8 ou 9 
résidus, la longueur optimale pour la liaison sur une molécule CMH de classe I (259). 
Au delà de cette taille, l’enzyme diminue son activité ou s’arrête complètement. Cette 
caractéristique suggère un rôle de « règle moléculaire » favorisant la formation de 
peptides antigéniques adéquats pour la voie CMH de classe I. Cette hypothèse a été 
confirmée par le fait que dans des cellules déficientes en ERAP1, on observe une 
forte réduction de peptides de taille adéquate pour la présentation CMH de classe I 
(260). De plus, des études sur des cellules ou des souris déficientes en ERAP1 ont 
d’une part montré une forte diminution de l’expression et de la stabilité des CMH de 
classe I et, d’autre part, des perturbations dans l’apprêtement de nombreux épitopes 
(voir (261) pour revue détaillée). Ajoutons qu’une étude récente a réussi à produire et 
à analyser le complexe hétérodimérique ERAP1/ERAP2. Ceci a permis de démontrer 
que ce complexe produisait différents épitopes matures de manière plus efficiente 
que lorsque le deux enzymes sont incapables de dimériser (262). Enfin, mentionons 
que l’enzyme IRAP (insulin-regulated aminopeptidase) appartenant à la même 
famille que les enzymes ERAP et présente dans les endosomes semble avoir un rôle 








8. Voies alternatives au protéasome impliquées dans l’apprêtement des 
molécules MHC de classe I 
 
8.1. Les voies TAP indépendantes impliquées dans l’apprêtement CMH de classe I 
 
Comme nous l’avons vu, l’apprêtement de peptides suivant la voie protéasome – 
TAP - CMH de classe I est considérée comme la voie conventionnelle de 
l’apprêtement antigénique. Cependant, les cellules sont équipées de voies 
alternatives permettant la formation et le chargement de peptides sur les molécules 
CMH de classe I de manière TAP-indépendante. 
Ceci a été mis en évidence par l’étude de patients souffrant du syndrome de 
déficience en TAP. Ce syndrome est rare et provient de mutations dans les gènes 
codant pour chacune des deux sous unités du transporteur peptidique, TAP1 et 
TAP2 (264). Ces patients souffrent de lésions nécrotiques chroniques de la peau et 
des poumons. De manière surprenante, et contrairement à ce qu’on pourrait attendre 
pour des patients déficients pour la voie CMH de classe I conventionnelle,  ils ne 
semblent pas susceptibles aux infections virales. L’étude de leur système 
immunitaire a montré que des cellules T CD8+ périphériques avec un répertoire TCR 
polyclonal sont présentes chez ces patients. De plus, des clones CTLs spécifiques 
de protéines virales ont également pu être isolés.  Une étude a notamment pu mettre 
en évidence des CTLs reconnaissant des peptides dérivés de protéines du virus EBV 
et présentés par un allèle HLA-B sur les cellules TAP déficientes d’un patient (265). 
Ces observations suggèrent l’existence d’une voie d’apprêtement indépendante de 
TAP et capable de compenser la voie conventionnelle pour la sélection de cellules T 
CD8+ et le contrôle d’infections virales (264). 
Les premières études permettant d’identifier des peptides TAP-indépendants ont été 
publiées en 1992 et ont pu démontrer que des cellules T2 déficientes pour TAP 
présentaient préférentiellement des peptides dérivé de séquences signal (29, 266). 





Figure 23. (A) Voie des peptides antigéniques dérivés de séquence signal. Lorsque la protéine est insérée dans la membrane 
du RE, elle est clivée à son extrémité carboxy-terminale par la « signal peptidase » (SP). Le tronc transmembranaire restant est 
quant à lui pris en charge par la « membrane-associated signal peptide peptidase » (SPP) qui coupe la séquence signale en 
plusieurs fragments à l’intérieur de la région transmembranaire. Les fragments ainsi clivés peuvent s’échapper dans la lumière du 
réticulum endoplasmique pour être chargés sur une molécule HLA et être présentés aux CTLs sur CMH de classe I de manière 
TAP indépendante  (B) La voie ERAD (« ER-associated protein degradation ») désigne la voie qui cible les protéines mal repliées 
du réticulum endoplasmique pour la dégradation cytosolique par le protéasome. La reconnaissance des protéines mal repliées ou 
mutées dépend de la détection de structures hydrophobes exposées, de résidus de cystéine non appariés et de glycanes 
immatures. Ceci est réalisé par l’ER mannosidase I. Cette mannosidase enlève un résidu mannose ce qui permet une 
reconnaissance par EDEM et leur transport vers le cytoplasme. β2m : beta 2 microglobuline ; ERAP : ER aminopeptidase ; TPN : 

















































A. Voie des séquences 
signales
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présentent pas cette nouvelle catégorie de peptides « TAP-indépendants » 
suggérant une compétition entre ces deux voies d’apprêtement antigénique. De plus, 
 ces peptides « TAP-indépendants » peuvent être ciblés par des CTL sur des cellules 
tumorales n’exprimant pas le transporteur TAP et des études in vivo chez la souris 
ont montré que des peptides « TAP-indépendants » pouvaient agir comme des 
antigènes de rejet tumoral (267). D’autres recherches ont permis d’identifier des 
antigènes tumoraux humains dont l’apprêtement est indépendant du protéasome et 
de TAP. Un exemple classique est le peptide dérivé de la séquence signal de la 
tyrosinase présenté par HLA-A2 à la surface de mélanomes (268, 269). Un autre 
exemple est le peptide dérivé de la séquence signal de la préprocalcitonine, une 
protéine surexprimée dans certains cancers (270).  
La nature des voies alternatives TAP-indépendantes est toujours à l’étude 
aujourd’hui. Deux principales voies on été identifiées à ce jour. La première, comme 
mentionné ci-dessus, concerne les antigènes dérivés de séquences signal (Figure 
23a). Celles-ci sont des séquences protéiques qui permettent le transport de 
protéines spécifiquement vers la membrane du réticulum endoplasmique. Ces 
séquences sont composées de 3 domaines : un centre hydrophobe de 6 à 15 acide-
aminés (region h), une extrémité C-terminale polaire  avec un petit acide-aminé non 
chargé (région c) et une région polaire N-terminale (région n) (271). Lorsque la 
protéine est insérée dans la membrane du RE, elle est clivée à son extrémité 
carboxy-terminale par la « signal peptidase » (SP). Le tronc transmembranaire 
restant est quant à lui pris en charge par la « membrane-associated signal peptide 
peptidase » (SPP) qui coupe la séquence signal en plusieurs fragments à l’intérieur 
de la région transmembranaire. Les fragments ainsi clivés peuvent s’échapper dans 
la lumière du réticulum endoplasmique pour être chargés sur une molécule HLA et 
être présentés aux CTLs sur CMH de classe I de manière TAP-indépendante (272).  
Une seconde voie d’apprêtement non dépendante de TAP est active dans la voie de 
sécrétion. En effet, il a été démontré que des peptides pouvaient également être 
apprêtés de manière TAP-indépendante à partir du réseau trans-golgien (273, 274). 
Cette voie a été étudiée en analysant l’apprêtement d’un peptide provenant de 
l’extrémité C-terminale de la protéine secrétée HBe. L’enzyme protéolytique 
responsable du clivage permettant la libération du peptide a été identifiée, il s’agit de 
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la furine, une protéase connue du réseau trans-golgien qui est normalement requise 
pour la maturation des protéines secrétées. Cette endoprotéase est également 
impliquée dans l’apprêtement de plusieurs antigènes viraux (273, 275).  
Il faut ajouter que l’apprêtement d’autres antigènes « TAP-indépendants » ne suit 
aucunes de ces deux voies et ne dépend ni de la « signal peptidase », ni de la furine. 
Ceci suggère l’existence d’autres voies alternatives permettant l’apprêtement 
d’antigènes « TAP-indépendants ». L’autophagie, un processus d’autophagocytose 
cellulaire permettant le recyclage de compartiments cellulaires endommagés, a par 
exemple été proposé comme pouvant contribuer à la présentation de peptides sur 
des molécules CMH de classe I indépendamment du transporteur TAP (276). 
De plus, au cours du développement tumoral favorisant l’échappement vis à vis du 
système immunitaire, de nombreuses lignées tumorales parviennent à diminuer 
l’expression de protéines de la voie CMH de classe I classique telles que TAP (277, 
278). L’identification et l’étude des voies d’apprêtement alternatives d’antigènes 
tumoraux « TAP-indépendants » sont donc capitales pour développer de nouvelles 
stratégies de vaccination contre ces antigènes. 
 
8.2. Protéases cytosoliques alternatives impliquées dans l’apprêtement 
d’antigènes peptidiques indépendamment du protéasome 
 
Des études utilisant des inhibiteurs de protéasome tels que des peptides aldéhydes 
et la lactacystine ont confirmé que le protéasome était impliqué dans la génération 
de la grande majorité des peptides présentés par des CMH de classe I (279, 280). Il 
faut cependant noter que l’effet de l’inhibition du protéasome n’a pas toujours un effet 
négatif sur la présentation d’antigènes. En effet, en 1997 Vinitsky et ses collègues 
ont étudié la présentation de différents épitopes grippaux et ont observé que, 
contrairement à ce que était attendu, les inhibiteurs du protéasome augmentaient 
l’apprêtement de certains de ces antigènes (281). Des résultats similaires ont été 
observés par l’équipe de Luckey qui a montré que des inhibiteurs spécifiques du 
protéasome augmentaient la présentation d’un épitope HLA-A2 restreint dérivé d’une 
protéine du virus de la grippe (282). Dans cette étude, des digestions in vitro avec du 
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protéasome ont démontré que celui-ci réalisait un clivage destructeur dans la 
séquence peptidique de l’épitope. Ce résultat a mené les auteurs à conclure que 
l’épitope devait être généré par une protéase cytosolique alternative au protéasome.  
Une autre observation suggérant le rôle de protéases alternatives dans 
l’apprêtement CMH de classe I provient des mesures de l’expression des molécules 
CMH de classe I en surface après traitement avec des inhibiteurs de protéasomes. 
En effet, la stabilisation des HLAs en surface cellulaire est dépendante de leur 
capacité à lier des peptides. En 1998, l’étude de la maturation et la stabilité de 
molécules CMH de classe I humaine en présence de différents inhibiteurs du 
protéasome a montré que l’expression des HLA-A1, A31 et A68 était inhibée mais, 
de manière surprenante, l’expression A3, A11 et B35 n’était pas modifiée (283). 
Chez la souris, des études similaires montrent que l’expression en surface de 
certains HLA était augmentée plutôt que diminuée suite à l’inhibition du protéasome 
(281). Ensemble, ces résultats suggèrent que certains ligands de molécules CMH de 
classe I peuvent être présentés indépendamment du protéasome. 
Le « cas TPPII » 
La première recherche qui a essayé de mettre en évidence un apprêtement capable 
de compenser le protéasome est une étude réalisée par Glas en 1998 (284). Dans 
celle-ci, des cellules tumorales dérivées de thymus (EL4) ont été sélectionnées en 
présence d’une forte concentration en NLVS, un vinyl-sulfone inhibant l’ensemble 
des sous-unités du protéasome en s’y liant de manière covalente (voir Chapitre 6.1.). 
Même si l’activité protéolytique du lysat de ces cellules contre des substrats du 
protéasomes chute de 75 à 90 %, les cellules EL4 ayant survécu au traitement avec 
l’inhibiteur expriment un niveau presque normal de CMH de classe I. De plus, les 
cellules résistantes au NLVS présentaient une capacité d’hydrolyse de l’AAF-MCA 
supérieure aux cellules non sélectionnées, suggérant qu’une protéase capable 
d’hydrolyser l’AAF-MCA remplace la fonction du protéasome dans la dégradation des 
protéines cellulaires. En 1999, un autre groupe parvint à confirmer ces résultats et à 
identifier la tripeptidyl peptidase II (TPPII) comme responsable de cette activité 
d’hydrolyse de l’AAF-AMC (285). En effet, des cellules transfectées avec le gène 
codant pour TPPII n’accumulaient pas de conjugués ubiquitinés et n’entraient pas en 
apoptose suite à l’inhibition du protéasome. De plus, les molécules CMH de classe I 
étaient partiellement maintenues dans ces cellules suggérant que la surexpression 
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de TPPII pouvait remplacer les fonctions du protéasome dans l’apprêtement 
antigénique.  
TPPII est une protéase cytosolique géante d’environ 6 MD composée de deux brins 
incurvés. Chacun de ces brins est lui-même composé de 10 dimères faits de sous 
unités identiques de 138 kDa (286, 287). TPPII est principalement décrite pour cliver 
de manière peu spécifique des tripeptides aux extrémités N-terminales de ses 
substrats. En plus de son activité aminopeptidase, une faible activité endoprotéase 
de type « trypsin-like » a également été décrite (285). 
Cependant, l’hypothèse d’une protéase substitut du protéasome a été mise en doute 
par d’autres études. En effet, une analyse plus précise des cellules EL4 
sélectionnées a montré que la sous unité du protéasome responsable de l’activité 
trypsine (β2) était seulement partiellement inhibée par le NLVS et que les activités 
trypsine et caspase-like n’étaient que faiblement réduites dans ces cellules (288). De 
plus, une autre étude a démontré que la prolifération des cellules EL4 sélectionnées 
au NLVS restait sensible à d’autres inhibiteurs du protéasome (289). Cette étude 
démontra également que l’incubation de ces cellules avec d’autres inhibiteurs du 
protéasome induisait l’accumulation de conjugués ubiquitinés et inhibait la 
présentation d’un épitope connu comme étant protéasome dépendant. 
Une autre controverse concernant TPPII a été soulevée suite à une publication 
étudiant le rôle de cette peptidase cytosolique dans le rabotage de fragments 
peptidiques (290). En effet, Reits et al. ont publié une étude démontrant que dans le 
cytosol, les précurseurs peptidiques comprenant au moins 15 a.a. étaient 
principalement rabotés par TPPII. Des conclusions similaires ont été obtenues par 
l’équipe de York qui, en utilisant des ARN interférents contre TPPII, suggéra qu’une 
présentation antigénique optimale nécéssitait l’intervention de TPPII et était en 
corrélation avec la longueur des précurseurs peptidiques présents dans le cytosol 
(291). Il semblait donc que TPPII était la seule peptidase spécialisée responsable du 
rabotage de précurseurs cytosoliques d’une longueur maximale de 30 à 40 résidus 
(292). De plus, en observant que la réduction substentielle de la formation des 
complexes CMH de classe I observée suite au knock-down de TPPII ne pouvait être 
accrue par l’inhibition du protéasome, Reits et ses collègues ont conclu que la 
fonction de rabotage de TPPII était aussi essentielle que le rôle de dégradation du 
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protéasome. Ceci les amena à défendre l’hypothèse selon laquelle l’ensemble des 
peptides produits par le protéasome dévaient être rabotés par TPPII (291).  
Cependant, d’autres résultats ont été obtenus en examinant le phénotype de souris 
déficiente pour TPPII. L’équipe de Firat a montré que le niveau des CMH de classe I 
sur les cellules provenant de souris KO pour TPPII était augmenté de 1,4 fois et que 
la génération de l’épitope H-2Kb restreint SIINFEKL dérivé de l’ovalbumine était 
également augmentée en absence de TPPII (293). L’absence de TPPII dans ces 
souris n’avait aucun effet sur la réponse de cellules T CD8+ envers 3 épitopes 
dérivés de LCMV (lymphocytic choriomeningitis virus). Des résultats similaires furent 
observés par une autre étude réalisée par Kawahara en 2009 (246).  
Si TPPII semble impliquée dans la production d’au moins 4 peptides viraux (252, 
294 , 295, 296 , 297), elle ne semble pas jouer de rôle important dans la présentation 
de la majorité des antigènes sur les MHC de class I.  
 
Autres protéases alternatives au protéasome responsable de la formation de l’extrémité C-
terminale d’antigènes 
Plus récemment, des protéases alternatives au protéasome capables de réaliser les 
clivages responsables de la libération de différents peptides antigéniques ont été 
mises à jour. Le rôle des caspases 5 et 10 dans l’apprêtement d’un épitope dérivé du 
CMV exprimé par le virus vaccinia a notamment été décrit (298). Dans cette étude, le 
peptide peut être formé soit via l’activité du protéasome soit via les caspases lors de 
l’apoptose  cellulaire. L’inhibition complète de son apprêtement n’est donc possible 
que lorsque ces deux voies sont inhibées. Les auteurs de cette étude proposent 
donc que l’activation des caspases lors de l’apoptose cellulaire suite à une infection 
virale favoriserait l’apprêtement des antigènes viraux (298). 
Une autre étude réalisée dans notre laboratoire par Nicolas Parmentier, a démontré 
pour la première fois l’implication d’une protéase alternative au protéasome, l’insulin-
degrading enzyme (IDE), dans la réalisation des clivages N- et C-terminaux d’un 
épitope tumoral dérivé de MAGE-A3 et présenté par HLA-A1 (299). De manière 
intéressante, ce peptide (EVDPIGHLY168-176) avait déjà été utilisé dans des essais 
cliniques d’immunothérapie anti-cancéreuse pour immuniser des patients atteints de 
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mélanome (300). Nicolas Parmentier a montré que l’expression du peptide MAGE-
A3168-176 n’était pas modifiée par le traitement des cellules tumorales avec différents 
inhibiteurs de protéasomes, suggérant que l’apprêtement de ce peptide dépendait 
d‘une autre protéase. De plus, l’inhibition de TAP dans ces cellules inhibait la 
présentation de l’antigène suggérant que cette protéase se trouvait dans le cytosol. Il 
démontra également que les inhibiteurs de TPPII, AAF-CMK et butabindide ainsi que 
différents inhibiteurs de l’autophagie n’avaient aucun effet sur l’apprêtement de 
l’épitope. Afin d’identifier la protéase impliquée, un test in vitro consistant à mesurer 
la formation de l’épitope après digestion d’un  précurseur peptidique avec un lysat 
cytosolique a permis de montrer que l’ortho-phenanthroline, un inhibiteur de la famille 
des métallo-peptidases, était capable d’inhiber complètement la formation du peptide 
antigénique à partir du précurseur. Dans la famille des metalloendopeptidases, 
diverses peptidases cytosoliques telles que la thimet oligopeptidase (TOP), l’insulin-
degrading enzyme, (IDE), la nardilysine et l’eupitrilysin étaient des candidats 
potentiels. Le fractionnement du lysat cellulaire par chromatographie en phase 
liquide a permis de démontrer que la fraction responsable de la formation de 
l’épitope correspondait à celle contenant l’IDE. Son rôle fut confirmé par la 
démonstration que l’IDE recombinante était capable de produire l’épitope à partir 
d’un peptide précurseur contenant le peptide EVDPIGHLY168-176. Enfin, la 
transfection de cellules tumorales à l’aide de siRNA bloquant l’expression de l’IDE 
empèchait la présentation de l’épitope. De manière intéressante, cette étude a 
également montré que la dégradation de la protéine MAGE-A3 pouvait se faire par 
deux voies différentes : soit via le protéasome, soit via l’IDE. Ce résultat démontre 
que l’IDE est capable de réaliser seule les clivages nécessaires à la production de 
peptides antigéniques indépendamment du protéasome. Une étude plus récente 
réalisée par l’équipe du professeur Peter van Endert a quant à elle étudié 
l’expression en surface et le chargement des molécules CMH de classe I chez des 
souris KO pour l’IDE. Aucun effet significatif de l’absence d’IDE sur la stabilité des 
CMH murins n’a pu être mis en évidence, suggérant que le rôle de l’IDE dans 
l’apprêtement des peptides de classe I est relativement marginal (301).   
La même année, Kessler et al. démontrèrent que l’extrémité C-terminale de 
l’antigène tumoral PRAME190-198 (ELFSYLIEK) était produite indépendamment du 
protéasome (302). Si le protéasome était bien responsable de la libération de 
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l’extrémité N-terminale du peptide, l’implication d’une métallopeptidase dans la 
libération de l’extrémié C-terminale de l’antigène fut mise à jour en mesurant une 
diminution de la présentation de l’antigène après traitement des cellules tumorales 
avec l’ortho-phenanthroline. Des digestions in vitro et l’utilisation de siRNA a montré 
que la nardylisine, une métalloprotéase à activité endoprotéase, était nécessaire à la 
présentation de ce peptide. Cette métalloprotéase est en effet capable de produire 
des clivages entre les motifs dibasiques correspondant aux positions P2’, P3’ et P4’ 
de l’acide aminé C-terminal de l’épitope. Ceci produisant un peptide précurseur 
contenant une extrémité C-terminale rallongée de 2 à 4 acides aminés.  La libération 
de l’extrémité C-terminale exacte du peptide antigénique final était quant à elle 
réalisée par une seconde protéase, la thymet oligopeptidase (TOP) responsable du 
raccourcissement de ces résidus supplémentaires.  
Les auteurs de cette étude ont également analysé une base de données afin de 
mettre en évidence les épitopes comportant un site de clivage dibasique en N- ou C-
ter, et ce, afin d’étudier le rôle potentiel de la nardylisine dans l’apprêtement de ces 
antigènes. Ce motif dibasique est fréquemment présent à l’extrémité N-terminale de 
ligands pour HLA-B27 (35,2%) et un acide aminé basique est présent à l’extrémité C-
terminale de 13% des ligands de HLA-A3. Cette recherche permis d’identifier un 
autre épitope présenté par HLA-B*2705 et dérivé de la protéine EBNA comme 
dépendant d’un clivage réalisé par la nardylisine. De plus, la formation de l’extrémité 
C-terminale d’un autre épitope, EAAGIGILTV dérivé de MART-1 et présenté par 
HLA-A2 nécessite quant à lui l’activité catalytique de TOP (302).  
Ajoutons qu’en 2011 Shen et al. démontraient le rôle potentiel de ACE (dipeptidase 
angiotensin-converting enzyme), une carboxypeptidase présente dans le RE connue 
pour son rôle dans la régulation de la pression sanguine, dans la voie MHC de classe 
I (303). En utilisant des souris déficientes ou surexprimant cette enzyme, ils 
parvinrent à montrer que ACE était responsable de clivages C-terminaux de peptides 
produits par le protéasome. De plus, l’absence de ACE induisait l’apparition de 






9. Classification et inhibiteurs des hydrolases de liens peptidiques 
 
Il existe une très grande diversité de protéases qui jouent un rôle fondamental dans 
un grand nombre de processus biologiques et de pathologies (304). L’étude du 
dégradome humain (l’ensemble des protéases produite par des cellules humaines) a 
montré l’existence d’au moins 569 protéases et homologues divisées en plusieurs 
familles (305). Dans la suite de ce chapitre, nous allons tenter de montrer un aperçu 
de ces différentes familles ainsi que de leur classification. 
 
9.1. Classification fonctionnelle (fonction de la nature du substrat) 
 
Cette classification est déterminée en fonction de la position du clivage réalisé par la 
peptidase dans la chaine peptidique du substrat. Premièrement, on peut différentier 
les exo- et les endopeptidases. La famille des exopeptidases est responsable de 
clivages réalisés à partir d’une des deux extrémités de la protéine. Les 
exopeptidases sont elles-mêmes différenciées par leur capacité à dégrader  les 
protéines par leur extrémité N-terminale (aminopeptidase) ou C-terminale 
(carboxypeptidase). Certaines aminopeptidases peuvent libérer des fragments de 
deux acides aminés (depeptidyl-peptidases) ou de fragments de trois acides aminés 
(tripeptidyl-peptidases). Les carboxypeptidases quant à elles coupent entre l'avant 
dernier et le dernier acide aminé de la chaîne polypeptidique et libèrent donc l'acide 
aminé C-terminal de celle-ci. Il existe également des carboxypeptidases 
responsables de la libération de fragments de deux acides aminés, et qui sont 
appelées peptidyl-dipeptidase. D’autres exopeptidases, les dipeptidases, ont été 
décrites pour être spécifiques de substrats dipeptidiques. Enfin, les 
omégapeptidases sont capables de cliver des résidus liés par un lien isopeptidique 
c’est à dire un lien différent de celui liant le carbone carboxylique α à un groupement 
amine.  
La deuxième branche de la classification en fonction du substrat contient les 
endoprotéases ou endopeptidases qui sont quant à elles responsables du clivage 
d’un lien peptidique à l’intérieur de la chaine protéique (306). 
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Figure 24. Hydrolyse d’un lien peptidique. La catalyse de l’hydrolyse d’un lien peptidique implique 
l’activation du carbone carbonyle via un acide ainsi que l’activation d’une molécule d’eau via une base. Le 
groupe sortant nécessite quant à lui d’être protoné. (D’après Hedstrom, Chemical Review, 2002 102, 4501-
4523). 
 
Figure 25. Sérine, cystéine et thréonine protéases. Résidus avec sites actifs des sérines, cystéines et 
thréonines protéases et état de transition du lien peptidique lors de l’hydrolyse les sérines, cystéines et 
thréonines protéases. (D’après Powers et al., Chemical Review, 2002 102, 4639-4750). 
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Il faut souligner que la plupart des peptidases clivent préférentiellement leur substrat 
à des positions précises, en fonction de la nature des chaînes latérales des acides 
aminés qui entourent le site de coupure. Elles possèdent donc des spécificités de 
clivage différent. 
 
9.2. Classification mécanistique (basée sur le mécanisme réactionnel) 
 
Plusieurs mécanismes réactionnels ont été décrits pour les protéases. Ceci permet 
de les regrouper en fonction de la nature du ou des acides aminés de leur site actif 
impliqué(s) dans la catalyse. L’ensemble des peptidases utilise l’eau comme 
partenaire catalytique et la réaction est toujours réalisée par une attaque nucléophile 
sur le carbone carbonyle du lien peptidique du substrat. Le nucléophile peut 
cependant être soit une molécule d’eau, soit un acide aminé de la protéase appelé 
acide aminé catalytique (307).  
Parmi les 569 protéases identifiées dans le dégradome humain, on compte  deux 
familles réactionnelles dans lesquelles une molécule d’eau est responsable de 
l’attaque nucléophile. Cette molécule d’eau est rendue nucléophile soit par un 
aspartate dans le cas de la famille des aspartyl peptidases (21 identifiées), soit par 
un ion métallique, il s’agit alors de la famille des métallopeptidase (194 identifiées). 
Les trois familles restantes utilisent comme nucléophile soit le groupement 
sulfhydryle de la chaine latérale d’une cystéine, soit le groupement hydroxyle de la 
chaine latérale d’une sérine ou d’une thréonine. Il s’agit des familles des cystéines, 
sérines et thréonines peptidases comptant 176, 150 et 28 membres respectivement 
(308).  
L’ensemble des protéines de ces familles doivent surpasser trois obstacles majeurs 
pour hydrolyser un lien peptidique (Figure 24). Premièrement, les liens amides de la 
chaine du substrat sont très stables à cause du don d’un électron de l’azote du 
groupement amide au carbone carbonyle. Deuxièmement, certaines protéases 
doivent utiliser une molécule d’eau comme nucléophile or celle-ci a une faible 




Figure 26. Mécanisme catalytique des protéases. Les enzymes qui catalysent l’hydrolyse des liaisons peptidiques sont 
appelées protéases. Elles ont séparée en classes mécanistiques: sérine, cystéine, aspartyl et métalloprotéases. Dans les sites 
actifs des sérine et cystéine protéases, le résidu actif est généralement en lien avec le proton d’un groupe attracteur de ce qui 
permet de promouvoir l’attaque nucléophile de la liaison peptidique. Les aspartyl-protéases et les métalloprotéases plutôt que 
d'utiliser un groupe fonctionnel de l'enzyme elle-même, activent une molécule d'eau qui servira de nucléophile dans la réaction. 
Cependant, l'ensemble du processus de clivage de la liaison peptidique est comparable  pour toutes les classes de protéases. 
(a) Les sérine protéases. Cette famille de protéases utilise une triade catalytique située dans le site actif de l'enzyme. La triade 
est une structure coordonnée composée de trois acides aminés: l'histidine, la serine et l'acide aspartique. Chacun de ces trois 
acides aminés a un rôle important dans le mécanisme de la réaction. L'histidine, avec l'aide de l'aspartate déprotone le 
groupement hydroxyle de la sérine, ce qui permet l'attaque nucléophile sur le carbone carbonyle du substrat. La deuxième 
caractéristique des sérines protéases est la présence d’un trou oxyanion, qui stabilise l'état de transition tétraédrique. Un trou 
oxyanion est une cavité dans la structure de l’enzyme qui stabilise un atome d'oxygène ou un alcoolate déprotoné, souvent en 
le plaçant à proximité d'un résidu chargé positivement. Ceci peut stabiliser directement l'état de transition d'une réaction en 
stabilisant l'anion, par exemple l'intermédiaire tétraédrique formé lors de la réaction protéolytique catalysée par la 
chymotrypsine. (b) Le mécanisme des cystéines protéases est similaire à celui des serines protéases en ce qui concerne 
l'utilisation d'un nucléophile fort et la formation d'un complexe enzyme-substrat covalent. Cependant, le nucléophile est l’atome 
de soufre d'un résidu de cystéine. (c) Les aspartyl-protéases. Cette famille contient deux résidus d'acides aspartates qui 
agissent dans le mécanisme général acide-base. Une molécule d'eau entre les résidus aspartiques est activée par l'attraction 
d’un proton. Ceci permet à l'eau polarisée d’attaquer le carbone carbonyle du lien peptidique du substrat. L'état de transition 
tétraédrique formé après l'attaque nucléophile semble être non chargé, contrairement à l’oxyanion qui présent pendant la 
catalyse des sérine et cystéine protéases. (d) Les métalloprotéases utilisent un métal stabilisé, souvent le zinc, dans leurs 
mécanismes catalytiques. Chez de nombreuses  métalloprotéases, la stabilisation du métal est réalisée grâce à trois histidines 
ou deux histidines et une chaîne latérale acide. Une molécule d’eau sert de ligand supplémentaire au zinc. De plus, la molécule 
d’eau est en inteæraction avec un résidu glutamate qui attire un du proton de celle-ci. Sur la représentation, les courbes bleu 
pâle représentent les trous oxyanioniques; les flèches rouges indiquent le mouvement des paires d'électrons. Les pointillés 
bleus représentent les liaisons hydrogène ou d'autres interactions électrostatiques et les lignes grises représentent la continuité 
du substrat de part et d'autre de la liaison peptidique qui est représentée. (D’après Herez, Nature, 21 mai 2009; 459 371-8.) 
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groupement amine est très peu enclin à quitter la liaison, la protéase doit donc 
protoner ce groupement avant son expulsion (309). 
 
9.3. Sérine, thréonine et cystéine peptidases 
 
Du fait du faible nombre de thréonine peptidases identifiées et de leurs similitudes 
mécanistiques avec la famille des sérine peptidases, elles sont en générale classées 
dans un même groupe. Il existe près de 40 familles de sérines et de thréonine 
peptidases classées en fonction de l’homologie de leur séquence d’a.a. Les 
protéases à sérine possèdent une triade catalytique caractéristique comprenant une 
sérine (d'où leur nom), une histidine et un aspartate. Le mécanisme catalytique 
implique, en plus de la sérine portant le groupement hydroxyle catalytique, un résidu 
donneur de proton qui consiste généralement en une histidine. On parle de triade 
catalytique car un troisième résidu est nécessaire à la réaction, celui-ci, un aspartate 
permet la juste orientation du groupe imidazole de l’histidine.  De manière générale, 
les sérine, thréonine et les cystéine protéases contiennent un site nucléophile porté 
par l’a.a. d’où elles tirent leurs noms et un site basique qui peut fonctionner comme 
un acide lors du mécanisme catalytique (Figure 25a et b). 
Comme nous le voyons sur la Figure 26b, les cystéine protéases ou protéases à 
thiol possèdent une cystéine dans leur site actif. Le mécanisme réactionnel de ce 
type de protéases est comparable au mécanisme impliqué pour les sérine et 
thréonine peptidases. Dans ce cas, le rôle du nucléophile est joué par le soufre de la 
cystéine, sous forme de thiolate déprotoné. Parmi les protéases à thiol, on peut citer 
les caspases, protéases qui interviennent dans le processus d'apoptose ou mort 
cellulaire programmée (306). 
Le mécanisme réactionnel catalytique classique pour les 3 types de protéases 
décrites ci-dessus se déroule comme suit (Figure 27): le substrat polypeptidique se 
lie à la sérine protéase de manière à ce que le lien du carbone carbonyle à cliver soit 
positionné proche du groupement OH de la sérine. Celui-ci attaque le carbone 
carbonyle et l’azote de l’histidine accepte l’hydrogène du groupe –OH de la sérine. 
Ceci permet à une paire d’électron de la double liaison de l’oxygène carbonyle d’être 
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transférée sur l’oxygène et permet la formation d’un intermédiaire tétraédrique. Le 
lien liant l’azote et le carbone du lien peptique est maintenant cassé. En effet, les 
électrons de ce lien ont attaqué l’hydrogène de l’histidine devenue acide. Les 
électrons préalablement déplacés sur l’oxygène carbonyle recréent la double liaison 
avec le carbone permettant la formation d’un intermédiaire acyl-enzyme. Une 
molécule d’eau va ensuite prendre le rôle du groupement N-terminal du peptide clivé 
en attaquant le carbone carbonyle. Ceci va encore une fois permettre à la paire 
d’électron de la double liaison de l’oxygène carbonyle d’être transférée sur l’oxygène 
et la formation d’un nouvel intermédiaire tétraédrique. Celui-ci étant stabilisé par 
l’azote de l’histidine acceptant un proton de la molécule d’eau. Enfin, le lien formé 
entre la sérine et le carbone carbonyle va attaquer l’hydrogène que l’histidine vient 
d’acquérir. Le carbone carbonyle étant maintenant déficient en électron, il va 
reformer le double lien avec l’oxygène permettant la libération de l’extrémité C-
terminale du peptide clivé (309). Différentes classes d’inhibiteurs sont capables de 
former un intermédiaire tétraédrique stable mimant l’état de transition de la réaction 
décrite ci-dessus lors de l’activité catalytique des sérines peptidases (310).  
Concernant l’apprêtement de peptides antigéniques par des membres de ces 3 
familles de protéases, le plus fameux d’entre eux est naturellement le protéasome, 
thréonine peptidase multicatalytique longuement décrite dans le chapitre 4. de cette 
introduction. Dans la famille des sérine peptidases, nous avons vu que TPPII jouait 
un rôle dans le rabotage des extrémités aminoterminales de fragments peptidiques 
dans le cytosol. Son rôle en temps qu’endopeptidase pouvant substituer le 
protéasome est quant à lui source de controverse (290, 291, 311). Enfin, dans la 
famille des cystéines protéases, nous avons vu que certaines caspases pouvaient 
réaliser les clivages impliqués dans la production d’un antigène (298) et que 
l’aminopeptidase cytosolique bléomicine hydrolase pouvait également être impliquée 





9.4. Les aspartyl- et métallopeptidases 
 
Les aspartyl-peptidases et les métallopeptidases se démarquent des protéases 
précédemment décrites par le fait que le nucléophile attaquant le lien peptidique du 
substrat n’est pas un groupement de la chaine latérale de l’acide aminé catalytique 
de la protéase mais une molécule d’eau. Les résidus de la protéase impliqués dans 
la réaction catalytique agissent soit comme ligands pour la molécule d’eau activée 
dans le cas des aspartyl-peptidases, soit, pour les métallopeptidases, comme ligands 
d’ions métalliques.  
Les aspartyl peptidases agissent à pH acide et c’est un acide aspartique sur leur site 
actif qui est responsable de l’activation nucléophile d’une molécule d’eau. Cette 
famille de protéase clive préférentiellement entre deux a.a. hydrophobe. Le 
mécanisme réactionnel le plus accepté aujourd’hui n’implique pas d’intermédiaire 
covalent comme décrit ci-dessus. Il nécessite une molécule d’eau placée entre deux 
résidus aspartates fortement conservés. Du point de vue mécanistique, un des 
aspartates va activer la molécule d’eau en captant un proton. Ceci permet à cette 
molécule de réaliser une attaque nucléophile sur le carbone carbonyle du lien 
peptidique du substrat en générant un intermédiaire tétraédrique (Figure 26c). Le 
réarrangement de cet intermédiaire mène à la protonation du groupement amine du 
substrat peptidique sortant (312).  
Les métalloprotéases quant à elles possèdent un cation métallique, en général un 
cation Zinc divalent (Zn2+), lié à la protéine via les chaînes latérales de plusieurs 
acides aminés. Le cation métallique intervient directement pour activer une molécule 
d'eau qui va hydrolyser le lien de la chaine peptidique comme décrit dans la Figure 
26d (313). Le traitement de ce type de protéases avec des agents chélateurs tel que 
l’EDTA ou l’orthophenanthroline engendre une inactivation complète. En effet, ces 
agents captent les ions métalliques tels que le Zn2+,  (orthophenanthroline) ou la Ca2+ 
et Mg2+ (EDTA), qui sont nécessaires au fonctionnement de l’enzyme.  
Une aspartyl-peptidase décrite dans l’apprêtement de peptides pour la voie MHC de 
classe I est la « signal peptide peptidase ». Comme nous l’avons vu au Chapitre 8.1., 
celle-ci a été décrite dans une voie de présentation TAP indépendante (272, 314). 
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Un nombre relativement important de métalloprotéases a également été décrit dans 
l’apprêtement d’antigènes. D’une part dans le rabotage de fragments peptidiques 
produits par le protéasome : LAP, PSA dans le cytosol et ERAP1 et 2 dans le RE 
(voir Chapitre 7). D’autre part dans l’apprêtement d’antigènes indépendamment du 








1. 1e partie : Identification d’un peptide antigénique contenant un acide aminé 
épissé produit dans le protéasome par épissage inverse d’un fragment 
peptidique long suivi d’un clivage final 
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1.1. Résumé de l’article 
 
L’épissage peptidique est un nouveau mécanisme de production de peptides par le 
protéasome qui implique la liaison de fragments distants dans la protéine parentale 
dont ils proviennent. Il a été démontré que les peptides produits par épissage 
peuvent être présentés par les molécules de classe I du complexe majeur 
d’histocompatibilité et être reconnus par des lymphocytes T cytolytiques à la surface 
de cellules tumorales. Dans cette première étude, nous décrivons un nouveau 
peptide antigénique (RSYVPLAH_R) présenté par HLA-A3 à la surface de 
mélanomes et comprenant deux fragments non-contigus de la protéine de 
différentiation gp100PMEL17. Ces fragments sont épissés dans le sens inverse par 
rapport au sens dans lequel ils apparaissent dans la protéine parentale. 
Contrairement aux peptides épissés précédemment décrits et qui résultent de 
l’association de fragments de 3 à 6 acides aminés, le peptide faisant l’objet de notre 
étude provient de l’association d’un fragment de 8 acides aminés avec un seul résidu 
arginine. Comme de précédentes études l’ont démontré, l’épissage peptidique a lieu 
dans le protéasome par transpeptidation. Ceci implique d’une part la formation d’un 
intermédiaire acyl-enzyme liant un fragment peptidique à la sous-unité catalytique du 
protéasome et d’autre part l’attaque nucléophile de cet intermédiaire par un second 
fragment. De manière intéressante, nous avons observé que, pour pouvoir créer un 
peptide épissé, le peptide responsable de l’attaque nucléophile sur l’intermédiaire 
acyl-enzyme devait avoir une longueur minimale de trois acides aminés. Par 
conséquent, le fragment épissé dérivé de gp100PMEL17 doit porter une extrémité C-
terminale allongée par rapport au peptide antigénique final.  Le peptide provenant de 
l’épissage doit donc être raboté produire le peptide antigénique RSYVPLAH_R. Nos 
résultats montrent que le protéasome est capable de réaliser le clivage final 
nécessaire à la formation du peptide antigénique.  
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Peptide splicing is a novel mechanism of production of peptides relying on the proteasome 
and involving the linkage of fragments originally distant in the parental protein. Peptides 
produced by splicing can be presented on class I molecules of the major histocompatibility 
complex and recognized by cytolytic T lymphocytes. Here, we describe a new antigenic 
peptide, which is presented by HLA-A3 and comprises two non-contiguous fragments of the 
melanoma differentiation antigen gp100PMEL17 spliced together in the reverse order to that in 
which they appear in the parental protein. Contrary to the previously described spliced 
peptides, which are produced by the association of fragments of 3 to 6 amino acids, the 
peptide described here results from the ultimate association of an 8-amino acid fragment with 
a single arginine residue. As described before, peptide splicing takes place in the proteasome 
by transpeptidation involving an acyl-enzyme intermediate linking one of the peptide 
fragment to a catalytic subunit of the proteasome. Interestingly, we observe that the peptide 
causing the nucleophilic attack on the acyl-enzyme intermediate must be at least three-amino 
acid long in order to give rise to a spliced peptide. The spliced peptide produced from this 
reaction therefore bears an extended C-terminus that needs to be further trimmed in order to 
produce the final antigenic peptide. We show that the proteasome is able to perform the final 






Cytolytic T lymphocytes (CTL) are major players of the anti-tumor response, as they are 
involved in the detection and clearance of tumor cells. These CTL generally recognize 
peptides of 8 to 10 amino acids that are derived from the degradation of cellular proteins and 
are presented at the cell surface by class I molecules of the major histocompatibility complex 
(MHC). A number of anti-tumor CTL were successfully expanded in vitro by culturing blood 
or tumor-infiltrating lymphocytes with autologous tumor cells or dendritic cells loaded with 
peptide or full-length proteins (reviewed in (1)). Peptides recognized by these CTL were 
classified in four categories according to the expression profile of their parental gene (2, 3) 
(http://www.cancerimmunity.org/peptide/). The cancer germline genes, which include the 
melanoma antigen (MAGE) gene family, are expressed in a large variety of tumors but not in 
normal tissues except the male germline cells (4, 5).  Differentiation antigens such as 
tyrosinase, gp100PMEL17, or Melan-A/MART-1 are derived from genes displaying a tissue-
restricted expression and are therefore expressed in corresponding tumors (6-11). Peptides 
also arise from point mutations (12-14) or genes that are overexpressed in tumors (15, 16).  
While most antigenic peptides result from the degradation of intracellular proteins by the 
proteasome, a number of peptides were described whose sequence does not correspond to that 
predicted from the parental gene or protein. Such peptides were found to arise from 
pseudogenes (17), from aberrant transcription of intronic or reverse-strand sequences (18, 19), 
from the translation of alternative open-reading frames (20) or post-translational 
modifications such as threonine/serine phosphorylation (21) or asparagine deamidation (22, 
23) (reviewed in (2)). More recently, we and others described peptides composed of two non-
contiguous fragments of a protein that are bound together after the excision of their 
intervening segment. This process, termed peptide splicing, takes place as a side effect of 
proteolysis inside the catalytic chamber of the proteasome. Four spliced peptides were 
described to date. A first peptide, identified by Hanada et al., is derived from the fibroblast 
growth factor-5 (FGF-5) and presented by the HLA-A3. It originates from the splicing of 
fragments NTYAS and PRFK, which are separated by 40 residues inside the parental FGF-5 
sequence (24). A second peptide, encoded by the melanoma differentiation antigen 
gp100PMEL17 is made by the association of fragments RTK and QLYPEW, which are distant 
of four amino acids in the parent protein (25). The two other spliced peptides described were 
produced by reverse splicing, i.e. splicing of peptide fragments in the reverse order to that in 
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which they appear in the parental protein (26, 27). One of them is a minor histocompatibility 
antigen created by a polymorphism in the SP110 nuclear phosphoprotein gene and made after 
splicing of peptide segments STPK and SLPRGT to create the antigenic peptide 
SLPRGTSTPK (27). The fourth antigenic peptide, which is presented by HLA-A24, is 
produced by reverse splicing of the two tyrosinase fragments ADFSF and IYMDGT. 
Additionally, this peptide also displays two post-translational modifications based on the 
conversion of two asparagine residues into aspartates by deamidation (26).  
We showed that those four peptides are spliced inside the catalytic chamber of the proteasome 
by transpeptidation. Our model suggests that acyl-enzyme intermediates produced in the 
course of normal proteolysis can be the target of a nucleophilic attack by the N-terminal 
amine of a peptide fragment present in the catalytic chamber of proteasome. By outcompeting 
the hydrolysis process, this reaction leads to the production of a new peptide composed of two 
non-contiguous fragments of a protein (25-28).  
Here, we describe a fifth example of antigenic peptide produced by peptide splicing in the 
proteasome. This peptide is derived from the gp100PMEL17 protein, presented by HLA-A*0301 
and recognized by a tumor-infiltrating lymphocyte isolated from a melanoma patient. 
Contrary to the previously described spliced peptides, this 9-amino acid peptide results from 
the association of an 8-amino acid peptide fragment with a single arginine residue. We 






MATERIALS AND METHODS 
Cell lines and tumor-infiltrating CTL  
Part of a surgically excised cutaneous metastasis of patient M45 (HLA-A3, B7, B44, Cw5, 
Cw7) was used to establish the autologous melanoma cell line M45. This cell line was 
cultured in Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM, Life Technologies, Carlsbad, CA, 
USA) containing 10% Foetal Bovine Serum (FBS, Thermo Scientific , MA, USA). Another 
portion of the tumor was cultured in the presence of rIL-2 (R&D systems, Minneapolis, MN, 
USA) as described previously (29) to allow outgrowth of tumor infiltrating T cells (TIL). This 
TIL population was cloned under limiting dilution conditions, and stable anti-tumor CTL 
clones were selected and expanded by stimulation every 14 days with 1 µg/ml 
phytohemagglutinin (PHA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), using irradiated (100 
Gy) allogeneic peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and Epstein-Barr transformed B 
cells (CAN-EBV, a kind gift of Dr E. Warren, Fred Hutchinson cancer research center, 
Washington University, Seattle, WA, USA). CTL were cultured in IMDM containing 10% 
human serum (CTL medium), rIL-2 (150 U/ml), and IDO inhibitor 1-methyl-L-tryptophan 
(200 µM) (Sigma-Aldrich) (30). Melanoma cell lines M17, M88, M110 were obtained from 
other tumors as described above for M45 (F. Jotereau, unpublished). Melanoma cell lines 
were established in the GMP Unit of Cellular Therapy and in our laboratory from lymph node 
metastases and belong to the Biocollection PCU892-NL (CHU Nantes). The Beurret cell line 
was obtained from Dr J.F. Doré (Lyon, INSERM U218). CAN-EBV B cells were cultured in 
IMDM supplemented with 10% FBS. COS-7 cells were cultured in Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM, Life Technologies) supplemented with 10% FBS. Wehi 164 cl13 
cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI, Life 
Technologies) supplemented with 5% FBS. All culture media were supplemented with L-
arginine (116 mg/l), L-aspargine (36 mg/l), L-glutamine (216 mg/l), penicillin (100 U/ml), 
and streptomycin (100 µg/ml). 
Cytotoxicity assays  
Standard chromium release assays were performed, as previously described (29) by 
incubating Na51CrO4-labeled (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) target cells with the CTL at 
an effector-to-target ratio of 10-to-1. After 4 hours of incubation at 37°C, 25 µL of 
supernatant were collected and added to 100 µL optiphase supermix cocktail (Perkin Elmer) 
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before gamma counting. The percentage specific lysis was calculated as follows: (sample 
release - spontaneous release)/(maximum release - spontaneous release) x 100. The 
spontaneous release was obtained from targets incubated with medium, and the maximum 
release from targets incubated with medium containing 1% Triton X-100. 
Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)  
RT-PCR was carried out as previously described (31). Briefly, total RNA from melanoma cell 
lines was extracted using the NucleoSpin RNAII kit (Macherey-Nagel, Dueren, Germany) and 
reverse transcribed using Moloney Murine Leukemia virus reverse transcriptase under 
conditions specified in the kit manual (Life Technologies). cDNA samples were amplified (21 
cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 64°C and 1 min at 72°C) using gp100 primers 5’-
AGTTCTAGGGGGCCCAGTGTCT-3’ and 5’-GGGCCAGGCTCCAGGTAAGTAT-3’. 
Aliquots of PCR products were size fractionated on agarose gels, and amplification products 
visualized using ethidium bromide. 
Transfection of COS-7 cells 
Transfection into COS-7 cells was performed using the DEA-Dextran-chloroquine method as 
described (32). In brief, 2.5 x 103 (1.5 x 104 in Figure 4) COS-7 cells were co-transfected with 
200 ng of the HLA-A*0301 cDNA (50 ng in Figure 4) and 200 ng of gp100 derived 
constructs (50 ng in Figure 4). After 24 h, transfected cells were tested for their ability to 
stimulate TNF release by CTL M45-3B. Briefly, 1.5 x 104 CTL were added to the transfected 
cells in 200 µl CTL medium containing rIL-2 (25 U/ml). Co-culture supernatant was collected 
after 16 h and their TNF content was measured by testing their cytotoxicity on WEHI 164 
clone 13 in a colorimetric assay (9, 33, 34) or by ELISA against TNF-alpha (Fig. 4) (Life 
Technologies). 
The gp100-derived constructs used for transfection were designed as follows. The cDNA 
encoding HLA-A*0301 was cloned between the BstXI and NotI sites of pcDNA3. In figure 
1B, a cDNA spanning the first 2009 bp of the published (35) gp100 cDNA sequence 
(extending 1985 bp beyond the initiation codon up to the ScaI site) was subcloned between 
the EcoRI and NotI sites of pcDNA3 (Life Technologies). Various deletions mutants were 
obtained after digestion and religation of the gp100 sequence into pcDNA3 using ApaI 
(gp1001-164) or KpnI (gp100385-654). Other truncated variants were generated by PCR 
amplification using the following couples of primers: 5'-gaattcggagggaagAACACAATGG-3' 
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and 5'- tctagaTCAGTCAGTAATGGTGAAGGC -3', 5'- 
ggaattcGCCACCATGGAAGTGACTG-3' and 5'-tctagaTCAGACCTGCTGCCC-3', 5'- 
ggaattcGCCACCATGGAAGTGACTG-3' and 5'- tctagaTCAGTCAGTAATGGTGAAGGC -
3' to produce the subgenic gp100 fragments encoding  gp1001-211, gp100184-654 and gp100184-211, 
respectively. Each forward primer contains an EcoRI restriction site (underlined), the 
consensus kozak sequence (italic) and ATG internal sequence codon (bold). The reverse 
primers all contain a XbaI restriction site (underlined) and a stop codon (bold). These 
truncated cDNA fragments were all cloned into pcDNA3.  
Site-Directed Mutagenesis 
In figure 2A and figure 4, site directed mutagenesis was carried out on previously described 
gp100184-211 minigene using QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, 
CA) and the following primers:  
Mutagenized site Forward primer Reverse primer 
E185A   5’-CGCCACCATGGGAGTGACTGTC-3' 5’-GACAGTCACTCCCATGGTGGCG-3’ 
 
V186A   5’-CGCCACCATGGAAGCTACTGTCTACC-3’ 5’-GGTAGACAGTAGCTTCCATGGTGGCG-3’ 
T187A   5’-CCATGGAAGTGGCTGTCTACC-3’ 5’-GGTAGACAGCCACTTCCATGG-3’ 
V188A   5’-GGAAGTGACTGCCTACCATCG-3’ 5’-CGATGGTAGGCAGTCACTTCC-3’ 
Y189A   5’-CCATGGAAGTGACTGTCGCACATCGCCG-3’ 5’-CGGCGATGTGCGACAGTCACTTCCATGG-3’ 
H190A 5’-GTGACTGTCTACGCTCGCCGGGGATCC-3' 5’-GGATCCCCGGCGAGCGTAGACAGTCAC-3' 
R191A 5’-ACTGTCTACCATGCCCGGGGATCCC-3' 5’-GGGATCCCCGGGCATGGTAGACAGT-3' 
R192A 5’-GTCTACCATCGCGCAGGATCCCGGAGC-3' 5’-GCTCCGGGATCCTGCGCGATGGTAGAC-3' 
G193A 5’-CCATCGCCGGGCATCCCGGAGC-3' 5’-GCTCCGGGATGCCCGGCGATGG-3' 
S194A 5’-ATCGCCGGGGAGCCCGGAGCTATG-3' 5’-CATAGCTCCGGGCTCCCCGGCGAT-3' 
R195A 5’-CGCCGGGGATCCGCAAGCTATGTGCCTC-3' 5’-GAGGCACATAGCTTGCGGATCCCCGGCG-3' 
S196A 5’-GGGGATCCCGGGCCTATGTGCCTC-3' 5’-GAGGCACATAGGCCCGGGATCCCC-3' 
Y197A 5’-GATCCCGGAGCGCTGTGCCTCTTGCTC-3' 5’-GAGCAAGAGGCACAGCGCTCCGGGATC-3' 
V198A 5’-CGGAGCTATGCTCCTCTTGCTC-3' 5’-GAGCAAGAGGAGCATAGCTCCG-3' 
P199A 5’-GGAGCTATGTGGCTCTTGCTCATTCC-3' 5’-GGAATGAGCAAGAGCCACATAGCTCC-3' 
L200A 5’-GCTATGTGCCTGCTGCTCATTCCAGC-3' 5’-GCTGGAATGAGCAGCAGGCACATAGC-3' 
H202A 5’-GCCTCTTGCTGCTTCCAGCTCAGC-3' 5’-GCTGAGCTGGAAGCAGCAAGAGGC-3' 
S203A 5’-CCTCTTGCTCATGCCAGCTCAGCC-3' 5’-GGCTGAGCTGGCATGAGCAAGAGG-3' 
S204A 5’-CTTGCTCATTCCGCCTCAGCCTTCACC-3' 5’-GGTGAAGGCTGAGGCGGAATGAGCAAG-3' 
S205A 5’-GCTCATTCCAGCGCTGCCTTCACCATTAC-3' 5’-GTAATGGTGAAGGCAGCGCTGGAATGAGC-3' 
F207A 5’-CCAGCTCAGCCGCCACCATTACTG-3' 5’-CAGTAATGGTGGCGGCTGAGCTGG-3' 
T208A 5’-GCTCAGCCTTCGCCATTACTGAC-3' 5’-GTCAGTAATGGCGAAGGCTGAGC-3' 
I209A 5’-CAGCCTTCACCGCTACTGACTGAC-3' 5’-GTCAGTCAGTAGCGGTGAAGGCTG-3' 
T210A 5’-CCTTCACCATTGCTGACTGACTCG-3' 5’-CGAGTCAGTCAGCAATGGTGAAGG-3' 
D211A 5’-CACCATTACTGCCTGACTCGAGG-3' 5’-CCTCGAGTCAGGCAGTAATGGTG-3' 




Peptide electroporation  
2 x 106 HLA-A*0301+ CAN-EBV B cells were electroporated as previously described (25) in 
0.4-cm cuvettes using 400 µl electroporation buffer (K2HPO4/KH2PO4 [10mM; pH 7.5], 
MgCl2 [1 mM], sucrose [250 mM]) and 100 µM peptide. Electroporation was performed 
using a Genepulser Xcell electroporator (Bio-Rad, Hercules, CA) functioning in square wave 
mode with 10 pulses of 0.1 ms at 480 V separated by 1 s intervals. Cells were diluted to a 
peptide concentration of 6.7 µM and incubated for 4 h in culture medium. Cells were washed 
and tested for their ability to activate IFNγ production by CTL M45-3B as follows: 5 x 104 
electroporated CAN-EBV B cells were incubated overnight in a 96-well plate with 2,5 x 104 
CTL.  As a control, electroporated cells were loaded with antigenic peptide (2 µg/ml) for 1 h 
and washed. The production of IFNγ was measured by ELISA after an overnight incubation 
or by FACS staining as previously described (36).  
Peptide synthesis and recognition assay 
Peptides were synthesized on solid phase using conventional fluorenylmethoxycarbonyl 
(Fmoc) chemistry, were purified by reverse-phase HPLC to >95% purity and characterized by 
mass spectrometry. The lyophilized peptides were dissolved at 20 mg/ml in DMSO and stored 
at -20°C. Peptides were loaded onto 5 x 104 HLA-A*0301+ CAN-EBV B cells at the indicated 
concentration (1 h at 37 °C) before addition of the CTL M45-3B (15 x 103 cells per well). 
IFNγ release was determined by ELISA (Life Technologies) after 16 hours of co-incubation. 
Isolation and fractionation of MHC-bound peptides present on melanoma cells  
Peptides were acid-eluted from immuno-purified HLA class I molecules from 4.4 x 109 M45 
melanoma cells as described previously (25). Peptides were further fractionated by HPLC 
after injection on a 4.1 x 150mm ACE Phenyl (Advanced Chromatography Technologies, 
Aberdeen, UK) at a flow rate of 0.9 ml/min with an elution gradient of 4–7% acetonitrile 
(ACN)/0.1% formic acid (FA) (vol/vol) over 3 min followed by 7–18% ACN/0.1% FA over 
30 min. Lyophilized fractions were resuspended in 20 µl of water, diluted in 80 µl of X-vivo 
10 medium (Life Technologies) and loaded in duplicate onto 5 x 104 HLA-A3+ CAN-EBV B 
cells before addition of CTL M45-3B. The IFNγ released in the supernatants was measured by 




HPLC and mass spectrometry 
Samples were separated by reverse-phase chromatography on a PepMap C18 0.3/15 column 
(LC Packings, Sunnyvale, CA) and eluted using a 35 min linear gradient of acetonitrile in 
water (5–50%) containing 0.05% trifluoroacetic acid with a flow rate of 4 ml/min. Mass 
spectrometry analysis (MS) was performed on-line with an LCQ Deca XP Plus ion-trap mass 
spectrometer equipped with an electrospray ionization source (ThermoFinnigan, San Jose, 
CA) and operated in positive mode with default parameters and active automatic gain control. 
Mass spectra were acquired in a mode that alternated single MS scans (m/z 300–2000) with 
tandem MS (MS/MS) scans.  
Proteasome inhibition in melanoma cells 
Cells were first acid-eluted in a glycine buffer at pH3 for 30 s to release MHC-bound peptides, 
then neutralized in culture medium. Cells were then treated for 1 h at 37°C with 60 nM, 125 
nM or 250 nM epoxomicin as indicated (Sigma-Aldrich) in X-vivo 10 medium (Bio-
Whittaker, Walkersville, MD). Cells were washed and incubated for 4 h with lower 
concentrations of epoxomicin (12.5 nM) in a 6-well plate. Cells were then washed again and 
tested for their ability to activate IFNγ release by CTL M45-3B as follows: 5 x 104 
epoxomicin-treated cells were incubated overnight in a 96-well plate with 25 x 103 CTL.  As a 
control, electroporated cells were loaded with antigenic peptide (2µg/ml) for 1 h and washed. 
The production of IFNγ was measured by ELISA (Life Technologies) after an overnight 
incubation.  
Proteasome digestions of synthetic peptides and CTL assay of the digests 
Standard proteasome was purified from human erythrocytes as described earlier (37). 
Digestion of the precursor peptides was performed by incubating 5 (Fig. 3B), 2 (Fig. 3C), 1 
(Fig. 5 and 6) µg peptide with 1 µg proteasome in 20 µl Tris 10 mM (pH 8) at 37°C. In figure 
5, 2 µM of putative spliced fragment was added to each mix. Digestions were stopped at 
indicated time by the addition of 2 µl 10% trifluoroacetic acid, lyophilized, and resuspended 
in 20 µl water. In figure 3B, each digest was diluted in 100 µl X-vivo 10 medium and pulsed 
in duplicate wells containing 5 x 104 CAN-EBV B cells expressing HLA-A*0301. CTLs (25 x 
103/well) were added after 30 min of incubation, and the production of IFNγ in supernatants 
was measured by ELISA after an overnight co-culture. For the other experiments, the digests 
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Figure 1. CTL clone M45-3B recognizes a peptide derived from gp100 and presented by HLA-A*0301.  
A. Lysis of melanoma cells expressing HLA-A*0301 by CTL M45-3B. CTL clone M45-3B was assayed for its ability to 
lyse the autologous melanoma line M45 and a series of allogeneic melanoma lines in a standard 51Cr release assay. 51Cr-
labeled melanoma cells were mixed with the CTL at an effector/target ratio of 10-to-1. 51Cr release was measured after 
4h. Expression of gp100 in each melanoma cell line was detected using RT-PCR as described in Material and Methods. 
Percentage of specific lysis is represented, with error bars showing standard deviations between four independent 
experiments.  
B. Localization of the gp100 sequence encoding the antigenic peptide. COS-7 cells transfected with the HLA-A*0301 
cDNA and either the full-length gp100 cDNA or subgenic fragments of gp100 were tested for recognition by CTL M45-
3B. Minigenes are named according to nucleotide positions in the open reading frame and are represented as thick black 
lines. Transfected cells were tested for their ability to induce M45-3B CTL clone to produce TNF after 6 hours of co-





CTL M45-3B recognizes an unconventional HLA-A*0301-restricted peptide derived 
from the melanoma antigen gp100  
By culturing fragments of a cutaneous melanoma metastasis with IL-2 in limiting dilution 
conditions, we isolated a CTL clone (M45-3B) that was able to lyse the autologous tumor line 
M45 as well as three allogeneic melanoma cell lines expressing HLA-A*0301 and gp100 (38) 
(Fig. 1A). Because the CTL clone did not lyse any of the HLA-A*0301-/gp100+ nor HLA-
A0301+/gp100- cell lines tested (data not shown and Fig. 1A), the peptide recognized by CTL 
M45-3B was likely encoded by gp100 and presented by HLA-A*0301. 
In order to identify the region of gp100 containing the peptide recognized by CTL M45-3B, 
we produced truncated gp100 cDNAs fragments and cloned these cDNAs into expression 
vector pcDNA3. These constructs were transfected into COS-7 cells together with the HLA-
A*0301 cDNA and their ability to activate CTL M45-3B was tested in a TNF release assay 
(Fig. 1B). This showed that the peptide recognized by CTL M45-3B was localized within a 
28-amino acid fragment spanning residues M184 to D211.  
Potential peptide candidates contained in this 28-amino acid fragment were synthesized and 
tested for their ability to activate CTL M45-3B. Surprisingly, none of these peptides was 
recognized by the CTL, suggesting that the gp100-derived epitope recognized by CTL M45-
3B might arise from a post-translational modification  (Fig. S1A). 
Identification of the peptide recognized by CTL M45-3B 
In order to identify which residues in this 28-amino acid fragment (M184-D211) were important 
for immunogenicity, we produced a series of minigenes encoding the 28-amino acid precursor 
with alanine substitutions at every position. These mutated constructs were tested for their 
ability to activate the CTL after transfection into COS-7 cells. Modification of the amino 
acids 191-193 and 195-203 reduced CTL recognition, indicating that these sequences were 
important for generation and/or recognition of the epitope (Fig. 2A). Electroporation of EBV-
B cells with truncated peptide fragments confirmed the importance of these sequences (Fig. 
S1B).  
We and others reported the existence of antigenic peptides containing non-contiguous 
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Figure 2. Identification of the antigenic peptide recognized by CTL M45-3B. A. Identification of the amino acids that are essential for 
antigenicity. COS-7 cells were transfected with the HLA-A*0301 cDNA and with vectors encoding the indicated gp100 peptide sequences. 
Alanine substitutions are shown with a bold A with a subscript indicating the amino acid position in the gp100 protein. TNF production by the 
CTL was measured after 18 hours of co-culture. Relative TNF production to non-mutated gp100 minigene (taken as 100%) is represented, with 
error bars showing standard deviations between two independent experiments. B. Recognition of peptide RSYVPLAHR by CTL M45-3B. HLA-
A*0301+ CAN-EBV B cells were incubated with the indicated peptides. CTL M45-3B was added 60 min after peptide loading and IFNγ 
production by the CTL was measured after 24 hours co-culture. Error bars show standard deviations of duplicates. Data are representative of two 
independent experiments.  C. Elution of the natural peptide recognized by CTL M45-3B. Peptides eluted from purified HLA class I molecules 
of melanoma cells M45 were separated by HPLC and the fractions were tested for recognition by CTL M45-3B (top panel). To rule out 
contamination of the HPLC system, buffer was run on the column before the eluted samples, and the fractions were tested similarly. Synthetic 
peptides RSYVPLAHRR and RSYVPLAHR (250 ng each) were mixed and injected under the same HPLC conditions, and the fractions were 
tested for CTL recognition (middle panel). Peptides present in each fraction were analysed by MS/MS and are indicated by the letter A 
(RSYVPLAHRR) or B (RSYVPLAHR). The bottom panel shows the ultraviolet (UV) absorption spectrum of the peptides RSYVPLAHRR (A), 




transpeptidation (24-28). We therefore considered the possibility that the peptide recognized 
by CTL M45-3B could also be produced by peptide splicing. This was a tempting possibility 
as we noted that fragment 195-203, which is required for the recognition of the 28-amino acid 
precursor, only partially contained the binding motif of HLA-A*0301 (i.e. L, V, M or S in 
position 2, Y in position 3 and a basic amino acid at the C-terminus), as it contains the SY 
motif, but lacks the R or K residues required at the C-terminal position. Interestingly, a basic 
C-terminal residue could easily be provided by reverse splicing of one of the arginines present 
at positions 191 or 192. To test this possibility, 96 potentially spliced peptides were 
synthesized and grouped into 15 pools (Fig. S2A), five of which corresponded to a reverse 
splicing in the 192-202 region of gp100 while the ten other pools corresponded to a reverse 
splicing in the region 186-202. These 15 pools were loaded onto HLA-A*0301 positive CAN-
EBV B cells and tested for CTL recognition (Fig. S2B). Among the 15 pools tested seven 
were positive (red in Fig. S2A). Each of these seven positive pools was fractionated by HPLC 
and the fractions were tested for CTL recognition as previously. Peptides present in each 
positive fraction were identified by tandem mass spectrometry (red in Fig. S2A), synthesized, 
purified and tested for CTL recognition (Fig. 2B). One of them, peptide RSYVPLAH_R was 
efficiently recognized by the CTL (50% activation at a concentration close to 50 nM). Longer 
peptides GSRSYVPLAH_R, SRSYVPLAH_R and RSYVPLAH_RR induced a 50% 
activation of the CTL at a peptide concentration close to 1 µM (Fig. 2B). Finally, peptide 
RSYVPL_YHR was also recognized by the CTL but required an even higher concentration of 
peptide (50% activation at a concentration between 1 and 3 µM). In order to determine which 
peptide candidate was naturally found at the surface of the autologous tumor, we acid-eluted 
the MHC-class I linked peptides from M45 melanoma cells, separated the peptides by HPLC 
and tested each fraction for recognition by CTL M45-3B (Fig. 2C). The positive fraction had 
a retention time of 11 minutes, which corresponded to the retention time of the peptide 
RSYVPLAH_R fractionated in the exact same conditions, suggesting that the 9-amino acid 
peptide RSYVPLAH_R is the natural antigenic peptide presented by M45 melanoma cells to 





Figure 3. Role of the proteasome in the peptide splicing. A. Proteasome inhibition prevents the production of the spliced gp100 
antigenic peptide. Acid eluted tumor cells M45 were treated with epoxomicin and tested for recognition by CTL M45-3B in an 
IFNγ production assay. Where indicated, cells were loaded with synthetic peptide RSYVPLAHR before the CTL assay to check 
their ability to present antigens. Relative activities (left panel) were calculated as a proportion of the activity measured with the 
synthetic peptide control. This proportion was then related to that observed without treatment, which was taken as 100%. The actual 
values of IFNγ measured by ELISA are shown on the right panel. Error bars show standard deviations of triplicates. Data are 
representative of four independent experiments. B. In vitro production of the gp100 spliced peptide by proteasomes. Purified 20S 
standard proteasomes were used to digest the 17- or 18-amino acid precursor peptides RGSRSYVPLAHSSSAFT192-208 and 
RRGSRSYVPLAHSSSAFT191-208. Digests were then loaded on HLA-A*0301 positive CAN-EBV B cells and tested for recognition 
by CTL M45-3B. After an overnight co-culture, IFNγ production was measured by ELISA. Error bars show standard deviations of 
duplicates. Data are representative of three independent experiments. C. Peptide fragments detected by mass spectrometry after 
digestion of 22-amino acid precursor VTVYHRRGSRSYVPLAHSSSAF186-207 by 20S standard proteasomes. N-terminal (blue) 
and C-terminal (red) fragments predicted to result from cleavages at every indicated position were searched by mass spectrometry in 
a 60-min digest. The experimental conditions did not allow the detection of fragment SAF. The detected cleavages are indicated by 
arrows in the lower panel. Data are representative of two independent experiments. 
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Peptide RSYVPLAH_R is spliced and reordered in the proteasome  
We previously demonstrated that spliced antigenic peptides are produced by transpeptidation 
inside the catalytic chamber of the proteasome (25-28). This process involves the production 
of an acyl-enzyme intermediate between a peptide fragment and the hydroxyl group of the N-
terminal threonine of the catalytic subunit. In the course of proteolysis, this acyl-enzyme 
intermediate is rapidly hydrolyzed by water molecules present in the catalytic chamber.  
During the peptide splicing process, however, the N-terminus of other peptides present in the 
chamber can compete with water molecules to produce a nucleophilic attack on the acyl-
enzyme intermediate, thereby creating a new spliced peptide by transpeptidation.  
In order to assess the role of the proteasome in the processing of the RSYVPLAH_R peptide, 
we treated the autologous melanoma cell line M45 with increasing concentrations of the 
specific proteasome inhibitor epoxomicin. This treatment decreased CTL recognition in a 
dose-dependent manner, suggesting that proteasome inhibition prevents processing of the 
RSYVPLAH_R peptide (Fig. 3A). To confirm the role of the proteasome in the reverse 
splicing, we incubated purified 20S standard proteasomes with the 17- or 18-amino acid 
precursors gp100192-208 or gp100191-208. Digests were then pulsed onto HLA-A*0301+ CAN-
EBV B cells and tested for CTL recognition. As expected, only digests containing 
proteasomes and the precursor peptides were recognized by CTL M45-3B (Fig. 3B), 
confirming the ability of the proteasome to produce the antigenic peptide from these precursor 
peptides.  
Mechanisms involved in the splicing and reordering of peptide RSYVPLAH_R  
In order to define the mechanism of production of spliced peptide RSYVPLAH_R, we first 
located the sites of proteasome cleavage using mass spectrometry to identify the fragments 
present in a digest obtained with a 22-amino acid precursor peptide (Fig. 3C). Interestingly, 
one of the cleavages was observed after residue H202, which is the last residue of the N-
terminal fragment of the spliced peptide. This indicated that the proteasome was able to form 
the acyl-enzyme intermediate required for production of peptide RSYVPLAH_R. Multiple 
other cleavages were also observed around the arginine R191 and R192, which can compose the 
C-terminal residue of the spliced peptide. 
We then set out to define which arginine residue was involved in the splicing reaction and 






Figure 4. Identification of the arginine involved in the peptide splicing. COS-7 cells were transiently transfected with 
HLA-A*0301 cDNA and vectors encoding the indicated gp100 fragments, where arginine 191 and/or 192 were replaced 
by alanine as indicated. Transfected COS-7 cells were then tested for their ability to activate CTL M45-3B. TNF 
production was measured by ELISA after an overnight co-culture. Error bars show standard deviations of quadruplicates. 















precursor fragment contains three arginines: R191, R192 and R195. Because R195 corresponds to 
the N-terminal residue of the antigenic peptide and is therefore not expected to be involved in 
the production of the C-terminus of the same peptide, we studied the involvement of the other 
two arginines R191 and R192 in the splicing process. To this end, we produced minigenes 
encoding a truncated variant of gp100 (gp100184-211), in which R191 and/or R192 were mutated 
into alanine(s). These constructs were transfected in COS-7 cells together with the HLA-
A*0301 cDNA, and transfected cells were tested for CTL recognition (Fig. 4). Substitution of 
either R191 or R192 appeared to reduce CTL recognition by half, suggesting that either arginine 
could generate the C-terminus of the antigenic peptide. Surprisingly, the substitution of both 
R191 and R192 did not completely abrogate peptide presentation (Fig. 4), suggesting that the C-
terminal arginine could also originate either by splicing of R195 from a second molecule of the 
same peptide or by splicing of the N-terminal arginine from an unrelated peptide fragment. 
This observation was reinforced by the positive CTL response observed after electroporation 
of the RSYVPLAHS peptide into EBV-B cells (Fig. S1B). In vitro, the generation of the 
antigenic peptide from the RSYVPLAHSSSAFT195-208 precursor by purified 20S proteasomes 
was also observed (Fig. S3). It confirms our previous observation that the production of 
antigenic peptides can also occur by trans-splicing, i.e. through the splicing of fragments 
originating from distinct molecules (28). Nevertheless, we observed that this phenomenon 
only minimally contributed to the production of peptides in physiological conditions (28). The 
experiment shown in Fig. 4 was performed using peptide-encoding minigenes overexpressed 
after transfection into COS-7 cells using a plasmid amplification system. These artificial 
conditions may explain why we detected trans-splicing in this experiment. To avoid the 
formation of the antigenic peptide by trans-splicing in our in vitro digestion experiments, we 
chose to acetylate the N-terminal arginine of each precursor peptide used in subsequent in 
vitro digestions, to prevent the nucleophilic attack of the acyl-enzyme intermediate (25). 
Production of the peptide RSYVPLAH_R involves the addition of single arginine to the 
peptide RSYVPLAH. In an attempt to reproduce this reaction in vitro, we incubated 20S 
standard proteasomes with the precursor peptide Ac-RSYVPLAHSSSAFT195-208, which is 
required to produce the acyl-enzyme intermediate, and with arginine for the splicing reaction 
(Fig. 5). However, we did not detect peptide Ac-RSYVPLAH_R in the digest by tandem mass 
spectrometry, suggesting that the splicing reaction required a fragment longer than one 
residue. We then incubated 20S standard proteasomes with the precursor peptide Ac-
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Figure 5. The peptide fragment that is spliced 
needs to be at least 3-amino acid long. 
Precursor peptides (Ac-RSYVPLAHSSSAFT, 
RTKAWNR and NTYASAIH) were incubated 
60 min with 20S proteasomes alone or with 
fragments from 1 to 10 amino acids (1 to 4 for 
Ac-RSYVPLAHSSSAFT). Each digest was 
then analyzed by tandem mass spectrometry to 
identify the corresponding spliced product. The 
MS/MS value (arbitrary units) obtained for each 
spliced peptide is shown and the sequence of the 
peptide detected is indicated on the right panel. 
N-terminal acetylation of precursor peptide 
RSYVPLAHSSSAFT was required to prevent 
the production of spliced peptides by trans-
splicing (Fig. S3). N-terminal acetylation of 
each C-terminal reactant peptide fragment 
completely prevented the production of the 
spliced peptide (not shown). Data are 
representative of 2 independent experiments. 
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acids (RR191-192, RG192-193, RRG191-193, RGS192-194 or RRGS191-194). Only digests performed 
with fragments larger than 2 amino acids contained the corresponding spliced products Ac-
RSYVPLAH_RRG, Ac-RSYVPLAH_RGS and Ac-RSYVPLAH_RRGS, suggesting that the 
peptide fragment producing the nucleophilic attack on the RSYVPLAH-containing acyl-
enzyme intermediate must be at least 3-residue long (Fig. 5). We then wondered whether the 
minimal length requirement for the C-terminal nucleophile was particular to our epitope or a 
more general constraint. We therefore digested pairs of peptides corresponding to precursor 
fragments of three other spliced peptides derived from gp100 or FGF-5 (Fig. 5) (24, 25). 
Interestingly, in all cases, peptide splicing could not be detected when it involved nucleophile 
fragments shorter than 3 amino acids. Longer fragments of up to 10 residues could also be 
spliced, with the exception of those longer than 8 amino acids in the case of the FGF-5 
splicing. The latter observation might be sequence-related, resulting from the peptide inability 
to accommodate the nucleophile binding channel.  
Thus, the splicing reaction produces C-terminally elongated peptides that may need a further 
trimming to produce the final antigenic peptide. To determine whether the proteasome was 
able to perform the final trimming step required for the release of the peptide RSYVPLAH_R, 
we incubated 20S standard proteasomes with peptides Ac-RSYVPLAH_RGS, Ac-
RSYVPLAH_RRG and Ac-RSYVPLAH_RRGS and searched the digests for the presence of 
the antigenic peptide Ac-RSYVPLAH_R by mass spectrometry (Fig. 6). The antigenic 
peptide was most efficiently produced from precursors Ac-RSYVPLAH_RGS indicating that 
the proteasome can trim this spliced peptide to produce the final antigenic peptide. Peptide 
trimming was not observed in the absence of proteasome or when lactacystin was added in the 
digestion mixture.  
From these observations, we conclude that the production of the antigenic peptide 
RSYVPLAHR occurs in two steps (Fig. 7). In a first step, an elongated spliced peptide is 
produced by reverse splicing of an N-terminal arginine containing peptide, such as RGS, onto 
an intermediate involving one catalytic subunit of the proteasome and fragment RSYVPLAH. 
The resulting elongated spliced peptide RSYVPLAHRGS is then trimmed by the proteasome 






Figure 6. Proteasome trimming of the C-terminus of the spliced peptide. N-terminally acetylated peptides Ac-
RSYVPLAHRGS, Ac-RSYVPLAHRRG, Ac-RSYVPLAHRRGS were incubated with 20S proteasomes in presence or in 
absence of 20 µM lactacystin. Peptide Ac-RSYVPLAHR was searched in the digests by mass spectrometry after 15, 30 and 
60 min. Arrows indicate time points corresponding to about 40% degradation of the precursor peptide (Ac-RSYVPLAHRGS: 
60 min, 42%; Ac-RSYVPLAHRRG: 15 min, 48%, Ac-RSYVPLAHRRGS: 15 min, 36%;). Precursor peptides were 
acetylated at their N-terminus to prevent the production of spliced peptides by trans-splicing.  Detection limit is below 5 
(Arbitrary Units). Data are representative of two independent experiments.  
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In this study, we identified a new tumor antigenic peptide, RSYVPLAHR, presented by HLA-
A*0301 melanoma tumor cells and produced by the splicing of two non-contiguous fragments 
of the melanoma differentiation antigen gp100. Contrary to the other spliced peptides 
described so far, which were composed of partner fragments each containing 3 to 6 amino 
acids (24-27), the peptide RSYVPLAHR is produced by the addition of a single arginine 
residue to the C-terminus of fragment RSYVPLAH. We showed that this arginine residue 
originated from either R191 or R192, which are found upstream the RSYVPLAH195-202 fragment 
in the gp100 protein sequence.  By transfecting COS-7 cells with subgenic fragments of 
gp100 with alanine substitutions of both R191 and R192, we observed that the antigenic peptide 
could also be produced at a low level by trans-splicing, using the N-terminal arginine R195 of 
a second molecule of the same peptide precursor or by splicing of the N-terminal arginine of 
an unrelated peptide fragment. Although trans-splicing was previously found to occur during 
in vitro digestion (28, 39), its efficiency was very low in physiological conditions of cells 
expressing full length protein substrates (28). We conclude that trans-splicing only minimally 
contributes to the production of spliced antigenic peptides in cells.  
In keeping with our previous observations on other spliced peptides, we confirmed the role of 
the proteasome in the splicing of peptide RSYVPLAHR. The catalytic mechanism involved 
appears identical to that proposed for the other spliced peptides, i.e. a transpeptidation 
occurring at the N-terminal threonine residue of the catalytic subunit of the proteasome and 
involving an acyl-enzyme intermediate (Fig. 7) (25-28). Because creation of peptide 
RSYVPLAHR requires the splicing of a single arginine residue, we wondered whether this 
arginine residue originated from the splicing of a single amino acid or of a longer peptide 
fragment bearing an arginine at its N-terminal end. We therefore performed a series of 
proteasome digests assessing the splicing of C-terminal splice fragment of decreasing sizes. 
We could not detect splicing of a single amino acid, nor splicing of fragments shorter than 
three residues. This was also true for three distinct spliced peptides that we studied in a 
similar way. We conclude that the splicing requires a minimal size of three residues for the C-
terminal spliced fragment acting as the nucleophile.    
The efficiency of peptide splicing most probably depends on the ability of the nucleophile 
peptide fragment to compete with water molecules to attack the acyl-enzyme intermediate. 




Figure 7. Mechanism of reverse splicing by the proteasome. Model for the catalytic mechanism producing the reverse 
spliced peptide RSYVPLAHR. The hydroxyl group of a catalytic threonine of the proteasome produces a nucleophilic attack 
on the peptide bond after histidine 202, leading to the production of an acyl-enzyme intermediate comprising a peptide 
fragment (shown in red) attached to the catalytic subunit of proteasome by an ester link. A nucleophilic attack of this ester 
link by the N-terminus of another peptide fragment (shown in blue), which results from the cleavage of the same protein by 
another catalytic subunit of the same proteasome particle, leads to the production of a spliced peptide bearing an extended C-






































peptide in the catalytic chamber, the nucleophilicity of the N-terminal end of the attacking 
peptide fragment and its orientation relative to the ester bond of the acyl enzyme intermediate. 
Constraints that might influence these parameters are the distance of the nucleophile from the 
ester bond of the acyl-enzyme intermediate and its positioning into the catalytic pocket, two 
parameters that were suggested to influence the efficiency peptide splicing (39, 40). Ideal 
positioning might be better achieved with longer peptide fragments that would fit more tightly 
into the nucleophile binding channel. This binding channel was recently suggested to be 
distinct from the primed substrate binding channel, forming an additional pocket where the C-
terminal reactant peptide would be accommodated awaiting for the splicing to take place (39). 
In line with our data, the sequence and length of the C-terminal nucleophile might therefore 
be critical for the binding into this pocket and the ability of peptides to perform splicing. 
Moreover, proper positioning of the nucleophile peptide in the binding channel might allow a 
better activation of the peptide N-terminal end by basic amino groups found in the pockets, 
increasing its nucleophilicity by attracting a proton, as it is the case for water molecules 
during proteolysis (40, 41).  
The fact that the nucleophile needs to be at least three-amino acid long implies that the 
production of the final antigenic peptide reported here requires a second round of proteolysis, 
occurring after splicing. We did not formally exclude that this additional trimming step could 
be performed by another protease, but our data show that the proteasome itself is able to 
perform this trimming step. This final trimming could therefore take place in the wake of the 
splicing event, in the course of substrate progression inside the catalytic chamber. 
Alternatively, trimming might take place during a second round of proteasome degradation, 
once the extended spliced peptide has left the catalytic chamber. The probability that both 
splicing and trimming happen in the same sequence of events inside the proteasome seems 
higher, as the chance that the peptide reaches another catalytic subunit is higher when the 
fragment is already inside the chamber. Moreover, exit of the spliced precursor from the 
catalytic chamber would also increase the probability that it gets degraded before reaching the 
catalytic chamber again.    
Studying the proteasome cleavage preferences of the extended spliced precursors, we 
observed that the antigenic peptide was produced preferentially from precursor 
RSYVPLAH_RGS rather than from precursors RSYVPLAH_RRGS and RSYVPLAH_RRG. 
This suggests that cleavage of our precursor by the standard proteasome is more efficient 
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when the P1’ position corresponds to a glycine rather than an arginine residue. Contrasting 
results regarding the preference of the proteasome for glycin or arginine in position P1’ were 
previously obtained (42, 43). This might be related to the fact that first, precursor peptides or 
proteins are different in nature and size and second, cleavage preferences are also influenced 
by residues present in positions other than P1’. 
So far, all the spliced antigenic peptides described contained a C-terminal partner peptide of 4 
to 6 amino acids. Here, we describe an antigenic peptide that only requires the addition of a 
single amino acid. Theoretically, this should increase the probability of production of this 
peptide, since whatever nucleophile peptide containing an arginine at its N-terminus and able 
to bind the proposed nucleophile binding channel could be used to generate a spliced 
extended precursor. Our experiments show that production of the RSYVPLAHR peptide 
could already rely on two different arginine residues. The only additional requirement is that 
this extended precursor still needs to be adequately trimmed in order to produce the final 
antigenic peptide.  
The existence of spliced peptides generated by the final addition of a single amino acid 
further strengthens the notion that peptide splicing by the proteasome increases the diversity 
of the peptide repertoire presented by MHC class I molecules. Although only five antigenic 
peptides were identified so far, the number of spliced peptides effectively produced and 
presented at the cell surface might be much higher than originally expected, despite the low 
efficiency of the peptide splicing reaction in vivo (25). This is supported by the works from 
Liepe et al. and Mishto et al. who revealed that the proteasome produces a large number of 
spliced peptides  of adequate length for presentation on MHC class I molecules (39, 44). 
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Pulsed peptides CTL M45-3B 
activation 
Electroporated peptides CTL M45-3B 
activation 
!
184 211 184 211 
MEVTVYHRRGSRSYVPLAHSSSAFTITD 
MEVTVYHRR         - 
EVTVYHRRG         - 
VTVYHRRGS       - 
TVYHRRGSR      - 
VTVYHRRGSR       - 
TVYHRRGSRSY      - 
TVYHRRGSRSYVPL      - 
TVYHRRGS      - 
VYHRRGSRS        - 
YHRRGSRSY     - 
HRRGSRSYV    - 
HRRGSRSYVPLAHS    - 
RRGSRSYVP   - 
RRGSRSYVPLAHS   - 
RGSRSYVPL     - 
HRRGSRSYVP    - 
RRGSRSYVPL   - 
RGSRSYVPLAHS     - 
GSRSYVPLAHS  - 
GSRSYVPLA  - 
SRSYVPLAHS - 
SRSYVPLAH       - 
RSYVPLAHS       - 
SYVPLAHSS        - 
YVPLAHSSS     - 
YVPLAHSSSA     - 
VPLAHSSSA    - 
PLAHSSSAF      - 
LAHSSSAFT   - 
LAHSSSAFTI   - 
AHSSSAFTI     - 
HSSSAFTIT  - 
SSSAFTITD - 















































A. Lack of CTL recognition of peptides originating from a continuous fragment of gp100. Indicated 
peptides were exogenously loaded on HLA-A*0301 expressing CAN-EBV B cells at a concentration of 10 
µM. After 1 hour, M45-3B CTLs were added on the loaded cells and TNF production was measured after 6 
hours of co-culture. + : more than 30 pg/ml TNF released, - : less than 1 pg/ml TNF released. As control 
peptide, we used the peptide RSYVPLAHK, which was modified in position 9 to fit the binding motif of 
HLA-A3. 
B. Localization of the shortest sequence encoding the antigenic peptide. Indicated peptides (100 µM) were 
electroporated in HLA-A*0301 expressing CAN-EBV B cells. CTL M45-3B was added and IFNγ production 



































































































































































































































































































































































































IFN produced by CTL M45-3B 
(ng/ml)
 







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































The antigenic peptide RSYVPLAHR can be produced by trans-splicing. Peptide precursor RSYV- 
PLAHSSSAFT was incubated for 60 min (82% of precursor degradation) with 20S standard 



















2. 2e partie : Un peptide antigénique dérivé de MAGE-A4 et présenté par HLA-




2.1. Résumé de l’article 
 
Les peptides antigéniques reconnus par les lymphocytes T cytolytiques (CTL) à la 
surface des cellules tumorales proviennent majoritairement de la dégradation des 
protéines par le protéasome. Il existe différents sous-types de protéasomes et la 
compréhension des paramètres qui influencent la production d’un peptide 
antigénique donné est capitale pour définir la meilleure modalité de vaccination 
contre ce peptide. En étudiant l’apprêtement du peptide NYKRCFPVI143-151 dérivé de 
MAGE-A4, nous avons observé que l’inhibition du protéasome augmentait sa 
présentation. Cette surprenante découverte suggérait que le protéasome n’était pas 
responsable de la formation du peptide mais était plutôt impliqué dans sa 
dégradation. Nos résultats présentés dans cette deuxième partie, montrent que la 
dégradation du peptide est dépendante du sous-type de protéasome exprimé. En 
effet, les cellules qui contiennent du protéasome standard dégradent le peptide de 
manière plus importante que les cellules contenant de l’immunoprotéasome. Ceci a 
été confirmé à l’aide de digestion in vitro d’un précurseur peptidique au moyen de 
protéasomes purifiés. En effet, le protéasome standard, mais pas 
l’immunoprotéasome, produit des clivages destructeurs à l’intérieur de la séquence 
du peptide antigénique. Le fait qu’aucun des sous-types de protéasomes ne soit 
responsable de la formation du peptide NYKRCFPVI143-151 implique que 
l’apprêtement de ce peptide est dépendant de protéases alternatives. Afin d’identifier 
ces protéases, nous avons traité des cellules tumorales avec différents inhibiteurs de 
protéases. Ceci nous a permis de démontrer que deux protéases différentes sont 
impliquées dans l’apprêtement de l’antigène : une sérine protéase et une 
métalloprotéase. De plus, des digestions in vitro de précurseurs peptidiques avec du 
lysat cellulaire ont permis de mettre en évidence que les extrémités N- et C-
terminales du peptide sont respectivement produites par une exopeptidase et une 
endopeptidase. Ce travail nous a donc permis de démontrer que le peptide 
antigénique NYKRCFPVI143-151 était dégradé par le protéasome standard et qu’il était 
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Peptides recognized by cytolytic T lymphocytes (CTL) on tumors usually originate from the 
degradation of cellular proteins by the proteasome. Several types of proteasome exist and 
understanding the parameters involved in the production of a given antigenic peptide is important 
to define the most appropriate vaccination modality for this peptide. Studying the processing 
of the MAGE-A4 peptide NYKRCFPVI143-151, we observed that proteasome inhibition 
improved its presentation, suggesting that the proteasome does not produce the peptide but 
rather degrades it. Interestingly, the degradation efficiency of the epitope depends on the subtype 
proteasome: cells containing standard proteasome are more efficient at degrading the peptide than 
cells containing immunoproteasome. This was confirmed in vitro by digesting a precursor peptide 
with purified proteasomes, as the standard proteasome, but not the immunoproteasome, produced 
a destructive cleavage inside the peptide. To identify the protease(s) producing the peptide 
NYKRCFPVI143-151, we treated tumor cells with various protease inhibitors and showed that two 
different proteases processed the peptide: a serine protease and a metalloprotease. In vitro 
digestions of peptide precursors with crude cell lysates, showed that the peptide N and C-terminus 
are released by an exopeptidase and an endopeptidase, respectively. In conclusion, we show that 
the peptide NYKRCFPVI143-151 is (1) degraded by the standard proteasome and (2) produced 







Cytolytic T lymphocytes (CTL) are major players of immunotherapy against cancer, as they 
are involved in the detection and clearance of malignant cells [1]. CTL recognize peptides of 
8 to 10 amino acids that generally derive from the degradation of cellular proteins by the 
proteasome. Peptide fragments released from proteasomes degradation are transported into 
the endoplasmic reticulum (ER) and presented at the cell surface by class I molecules of the 
major histocompatibility complex (MHC class I) [2]. Catalytic activities of the 20S core of 
the standard proteasome are exercised by three beta subunits β1, β2, and β5. In some 
lymphoid tissues and in cells exposed to pro-inflammatory cytokines, those standard catalytic 
subunits are replaced by their inducible counterparts named: β1i (LMP2), β2i (MECL1), and 
β5i (LMP7), leading to the formation of immunoproteasomes. Interestingly, the different 
catalytic subunits of the standard and the immunoproteasome produce distinct sets of 
antigenic peptides due to different cleavage specificities [3, 4]. The lack of processing by one 
proteasome type generally results from a prominent destructive cleavage realized by that 
proteasome subtype within the antigenic peptide, resulting in its destruction [5-7]. Although 
most antigenic peptides are produced by the proteasome, a number of peptides were recently 
described to be produce by alternative proteases. So far, TPPII [8], IDE [9], TOP and 
nardylisin [10] were shown to be involved in the release of the C-terminal residue of the 
antigenic peptide. These alternative proteases cooperate or not with the proteasome in the 
production of antigenic peptides. In this study, we describe the unconventional processing of 
the MAGE-A4 derived antigen NYKRCFPVI143-151 presented by HLA-A24 on different 
carcinoma cell lines [11]. The cancer germline genes, which include the melanoma antigen 
(MAGE) gene family, are expressed in a large variety of tumors but not in normal tissues 
except the male germline cells making them good candidates for cancer immunotherapy [12, 
13]. Understanding of the processing of this MAGE-A4 derived antigen should therefore help 
to define the vaccination modality that is most appropriate to the use of this peptide in 
immunotherapeutic trials. Due to the increased presentation of the antigenic peptide 
NYKRCFPVI143-151 on tumor cells surface upon treatment by the pro-inflammatory cytokine 
IFNγ [11], we postulated that its processing was dependent on the immunoproteasome. 
Surprisingly, we observed that presentation of the antigenic peptide was increased after 
proteasome inhibition, suggesting that the proteasome does not produce the peptide but rather 
degrades it. Indeed, we were able to show that neither the standard nor the 
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immunoproteasome were responsible of N- or C-terminal cleavages allowing peptide release. 
Furthermore, we show that the standard proteasome but not the immunoproteasome produced 
a destructive cleavage inside the peptide sequence. To identify the protease producing the 
antigenic peptide, we set up an in vitro digestion assay based on the digestion of peptide 
precursors with crude cell lysates and demonstrated that the N-terminus of the antigenic 
peptide is trimmed by an exopeptidase, while an endopeptidase produces the peptide C-
terminus. The use of protease inhibitors showed that two different proteases were required to 
process the peptide: a serine protease and a metalloprotease. Identification of the specific 
proteases involved in the processing is still under investigation. Together, our results show 
that the peptide NYKRCFPVI143-151 is degraded by the standard proteasome but not the 






MATERIALS AND METHODS 
 
Cell lines and tumor-infiltrating CTL  
Bladder carcinoma cell line LB-831 (HLA-A*03 A*2402 B*44 B*4901 Cw*04 Cw*07), 
VEST B-EBV cells (HLAA*0201 A*2402 B51 B55 Cw*03 Cw*15) and HEK 293-EBNA 
cells were cultured in Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM, Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA) containing 10% Foetal Bovine Serum (FBS, Thermo Scientific, MA, 
USA). CTL LB2348-751SAO clone 13 (CTL13) recognizing MAGE-A4143-151 peptide 
NYKRCFPVI was isolated as described in [11] and was cultured in IMDM containing 10% 
human serum (CTL medium), rIL-2 (50 U/ml), and IDO inhibitor 1-methyl-L-tryptophan (200 
µM) (Sigma-Aldrich) [14]. CTL clone 13 was stimulated every 2 to 3 weeks with 105 
irradiated (100 Gy) VEST-EBV cells pulsed with 5 µg ml−1 of antigenic peptides for 30 min, 
106 irradiated ROSI-EBV cells as feeder cells, human recombinant IL-2 (50 U ml−1), and the 
indoleamine 2,3-dioxygenase inhibitor 1-methyl-L-tryptophan (200 µM) in Iscove's medium 
with 10% (vol/vol) human serum. All culture media were supplemented with L-arginine (116 
mg/l), L-aspargine (36 mg/l), L-glutamine (216 mg/l), penicillin (100 U/ml), and streptomycin 
(100 µg/ml). 
Peptide synthesis and recognition assay 
Peptides were synthesized on solid phase using conventional fluorenylmethoxycarbonyl 
(Fmoc) chemistry. Synthesized peptides were purified by reverse-phase HPLC to >95% purity 
and characterized by mass spectrometry. The lyophilized peptides were dissolved at 20 mg/ml 
in DMSO and stored at -20°C. On figure 1A, peptides were loaded onto 4*104 HLA-A*2402+ 
VEST-EBV B cells at the indicated concentration (1 h at 37 °C) before addition of the CTL 
clone 13 (10*106 cells per well). IFNγ release was determined by ELISA (Life Technologies) 
after 24 hours of co-incubation. 
TAP inhibition 
ICP-47 cloned in PBJ1-Neo was a gift from H.-G. Rammensee (University of Tübingen). 
293-EBNA cells (Invitrogen) were transiently transfected with MAGE-A4 (cloned in 
pcDNA1), HLA-A24 (cloned in pEF-BOS), and ICP47 using lipofectamin (Invitrogen). 24h 
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after transfection, cells were suspended and used for the CTL assay. The production of IFNγ 
was measured by ELISA (Life Technologies) after an overnight incubation. 
Proteases inhibition in autologous bladder carcinoma cells 
In figure 2A, target cells were treated for 3 h at 37°C with 500 nM epoxomicin (Sigma-
Aldrich) or with 15 µM lactacystin (Bio Connect, Huissen, The Netherlands) in X-vivo 10 
medium (BioWhittaker, Walkersville, MD). After 2 h, half of the cells were loaded for 1 h 
with the antigenic peptide (1 µM) as control. Cells were then washed with the same medium 
and incubated in a 96-well plate (90, 30, 10, 3*106 cells/well) with 10*103 CTL clone 13 per 
well in the presence of 25 U ml−1 IL-2. The production of IFNγ was measured by ELISA 
(Life Technologies) after an overnight incubation.  In figure 6A and S1b, cells were treated 
for 4 h at 37°C with AAF-CMK or Ada-Vinyl-Sulfone (Sigma-Aldrich) at indicated 
concentration in X-vivo 10 medium (Bio-Whittaker, Walkersville, MD). After 3 h, half of the 
cells were loaded for 1 h with the antigenic peptide (1 µM) as control. 3*104 treated cells 
were then incubated overnight with 15*103 CTL in a 96-well plate before to be washed and 
tested for their ability to activate IFNγ release by CTL clone 13. The production of IFNγ was 
measured by ELISA (Life Technologies) after an overnight incubation.  
LB-831 cell lysate and proteasome depletion 
For proteasome depletion, we homogenized 10*106 cells from LB-831 cell line with a 26 G 
seringe in Tris 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4. The lysate was centrifuged at 20 000 G during 
20 min at 4 °C and supernatant was recovered. The fresh cell lysate was incubated (0,5 ml, 2 
h, 4 °C) with G–sepharose beads (60 µl, Amersham) saturated with monoclonal antibody 
MCP-21 directed against the α2 subunit of the proteasome. The supernatant was recovered 
after centrifugation. We analyzed the efficiency of proteasome depletion by western blot (Nu-
PAGE 15% Bis-Tris; nitrocellulose Hybond-C extra; semi-dry transfer). The membrane was 
saturated (1 h, phosphate-buffered saline, powdered skim milk (5% (wt/vol)), Tween 20 
(0.1% (vol/vol))), incubated with polyclonal rabbit IgG anti-human Proteasome subunits I 
antibodi (Enzo life sciences # BML-PW8155) and revealed with HRP-linked goat anti-mouse 




Assay for the peptidase activity producing peptide MAGE-A4143–151 
The 19-mer precursor peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156, where cysteine 147 is 
replaced by 2-aminobutyric acid (X) to prevent dimerization in figure 2B and 4B) or indicated 
precursors (in figure 4A) (0.25 µg µl−1) were incubated at 37 °C with the tumor cell lysate 
(0.25 µg µl−1 proteins) treated or not with indicated inhibitors in 160 µl of Tris 20 mM, NaCl 
100 mM, pH 7.5. We collected aliquots (20 µl) at different time points and stopped the 
reaction with 1% (wt/vol) trichloroacetic acid (final concentration). Proteins were precipitated 
by centrifugation (20,000g, 20 min, 4 °C) and supernatants were lyophilized and suspended in 
100 µl serum-free medium (X-vivo 10, Invitrogen). We loaded 50 µl of the resuspended 
digest in duplicates on VEST-EBV cells (40,000 cells per microwell) during 1h. In parallel, 
conditions corresponding to 60 min of digestion were pulsed with antigenic peptide (0,1 µM) 
for 30 min as control. We then added CTL clone 13 (10,000 cells per well in 25 U ml−1 IL-2) 
and measured IFNγ production after an overnight co-incubation.  
Transient transfection and Ag presentation of 293-SP and 293-IP cells 
The 293-EBNA cells expressing different proteasome types were described earlier [6]. Briefly, 
20,000 293-SP and 50,000 293-IP cells were transiently transfected using Lipofectamine 
reagent (Invitrogen) with 50 ng pEF-BOS-HLA-A24 and 50 ng pcDNA1-MAGE-A4. 
Twenty-four hours after transfection, cells were washed and treated or not 4h with 
lactacystine (15 µM). As control, half of the cells were pulsed with antigenic peptide (1 µM) 
for 1 h. Cells were then washed and CTL clone 13 was added. After an overnight co-culture, 
the supernatants were collected to measure their IFNγ content by ELISA.  
Digestion of synthetic peptides with purified proteasomes and mass spectrometry analysis 
Standard proteasomes and immunoproteasomes were purified, as described earlier [6]. In 
figures 3B and S2, precursor peptides (>95% pure; 2 µg per time point) were incubated with 
proteasomes (1 µg per time point) at 37°C in 10 mM Tris-HCl (pH 7.4) (20 µl/time point). At 
each time point, an aliquot was taken from the digestion mixture, 2 µl trifluoroacetic acid 
(TFA) 10% was added to stop the reaction. Aliquots were then lyophilized and separated by 
reverse-phase chromatography on a PepMap C18 0.3/15 column (LC Packings, Sunnyvale, 
CA) and eluted using a 35-min linear gradient of acetonitrile in water (5–50%) containing 
0.05% trifluoroacetic acid with a flow rate of 4 µl/min.  Mass spectrometry analysis (MS) was 
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performed online with a LCQ Deca XP Plus ion-trap mass spectrometer equipped with an 
electrospray ionization source (ThermoFinnigan, San Jose, CA) and operated in positive 
mode with default parameters and active automatic gain control.  
Isolation of MHC-bound peptides and HPLC fractionation  
Peptides were acid eluted from immunopurified HLA class I molecules from 2*109 LB-831 
carcinoma cells, as described previously [15]. Peptides were further fractionated by HPLC 
after injection on a 3.9 × 150-mm Delta Pack C18 column (Waters) at a flow rate of 0.9 
ml/min with an elution gradient of 5–14% acetonitrile/0.1% trifluoracetic acid (v/v) over 5 
min, followed by 14–29% acetonitrile/0.1% % trifluoracetic acid over 25 min. In figure 1B, 
fractions of 0.45 mL were collected and dried under vacuum. Fractions were then 
resuspended in 20 µl water, diluted in 80 µl X-vivo 10 medium (Life Technologies), and 
loaded in duplicate onto 5*104 HLA-A2402+ VEST-EBV B cells before addition of CTL 
clone 13. The IFNγ released in the supernatants was measured by ELISA (Life Technologies) 
after an overnight co-culture. In figure 4B, lysates were injected and eluted on the same 
HPLC system under identical conditions before CTL assay.  
Gel filtration 
A fresh lysate of LB-831 cells (1 mg of proteins) was filtered on a 0.22 µm filter in Tris 20 
mM, NaCl 100 mM, pH 7.4. The separation was done on a Superose 6 10/300 GL column 
(Amersham) with a flow rate of 0.5 ml min−1, and fractions (0.5 or 1 ml) were collected 
between 9 ml and 24 ml of retention volume. We performed a digestion of the 19-mer 
precursor peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156 (2.5 µg µl−1) with each fraction (20 µl) 
at 37 °C during 1 h. The production of the MAGE-A4143–151 antigenic peptide was evaluated 
in a CTL assay. Identification of the fraction responsible for the release of the peptide C-
terminus was done by digesting the fluorogenic peptide ABz-FPVIFGKA-EDDNp (20 µM) 
with 75 µl of the fractions. Fractions between 9 and 24 ml of retention volume were analysed 
the by immunoblot with TOP monoclonal antibody (Santa Cruz, sc-53565, 1/1000), IDE 
monoclonal antibody (Covance, 9B12-225, 1/500) and Nardylisin monoclonal antibody 




Silencing of TOP by siRNA 
We electroporated LB-831 cells (1.5*106, 300 V, 150 µF, 90 ohms) with TOP-specific 
siRNAs duplexes (150 nM each, TOP1 5’-CAG-CAA-GGU-UGG-CAU-GGA-UU-3’, TOP2 
5’- GCC-UUC-UGU-GCA-UCG-ACU-UUU-3’, Eurogentec) or with control siRNA (150 
nM, nontargeting control D-001810-10-20, Dharmacon) using gene Gemini system (BTX 
Harvard Apparatus). Cells were incubated 72 h in complete medium. An aliquot of target cells 
was collected before the CTL assay and tested by immunoblot with TOP monoclonal 
antibody (Santa Cruz, sc-53565, 1/1000). 
CTL degranulation assay 
Target cells were acid eluted 90 s in citric acid pH 3 to elute MHC-bound peptides, half of 
them were then pulsed with antigenic peptide (0.1 µM) 45 min to serve as control. In figure 
6B, cells were treated with 20 µM lactacystine or 25 µM AAF-CMK during 3 h in X-vivo. 
Target cells were then washed and 9*104 cells were incubated in a round bottom micro well 
with 4*104 CTL clone 13 in presence of FITC-coupled anti-CD107a (BD, #555800) and 
FITC-coupled anti-CD107b (BD, #555804) (1/50 each) for 3h at 37°C. After 1 h of 
incubation, brefeldine A was added in the co-culture (10 µg/ml). Cells were then washed and 
labeled 20 min at 4°C with APC coupled anti-CD8 (BD, #555369). Cells were washed and 
analyzed on a FACSCalibur (BD). The percentage of CD107+ cells was estimated for the 










The HLA-A24-restricted peptide NYKRCFPVI143-151 derived from MAGE-A4 is 
expressed at the surface of tumor cells  
 
The CTL LB2348-751SAO clone 13 (CTL 13) recognizing peptide NYKRCFPVI derived 
from MAGE-A4143-151 was isolated after two rounds of stimulation of the blood lymphocytes 
of an hemochromatosis donor with peptide pulsed autologous DC [11]. Activated 
lymphocytes were then sorted with HLA-A24/NYKRCFPVI multimers and cloned. To verify 
whether the peptide NYKRCFPVI was the optimal peptide recognized by CTL13, peptides 
shortened or extended by one residue either at the N- or the C-terminus were pulsed onto 
HLA-A24+ EBV-B cells and tested for CTL recognition. Surprisingly, peptide 
KNYKRCFPVI bearing an additional lysine residue at the N-terminus appeared to be best 
recognized by the CTL although peptide NYKRCFPVI was also well recognized (Fig. 1A). 
To verify whether the 9 amino acid peptide NYKRCFPVI was the peptide found at the 
surface of the LB-831 tumor cells, MHC class I–linked peptides were acid eluted from LB-
831 cells, separated by HPLC, and each fraction obtained was tested for recognition by CTL 
13 (Fig. 1B). Only one positive fraction was obtained with a retention time similar to that of 
the synthetic peptide NYKRCFPVI143-151 separated in the exact same conditions. The 
synthetic 10-mer peptide KNYKRCFPVI142-151 had a retention time of 20.4 min and no 
positive fraction corresponding to this peptide could be detected in the tumor eluate. These 
results confirm that the 9 amino acid peptide NYKRCFPVI143-151 is the natural antigenic 
peptide presented by LB-831 cells. 
 
Processing of the peptide does not follow the classic MHC class-I pathway 
 
To better understand the processing of this peptide, we first confirmed the dependency of the 
antigen processing for the human transporter associated with antigen presentation (TAP), 
which is required for the transport of peptide fragments from cytosol to the endoplasmic 





















































































Figure 1. The antigenic peptide NYKRCFPVI143-151 is the only peptide recognized by CTL clone 13 on LB-831 BLC tumor cell 
surface (A) Recognition of synthetic peptides by CTL clone 13. HLA-A*2402+ VEST-EBV B cells were incubated with the indicated 
peptides at concentrations indicated in abscise. CTL clone 13 was added 60 min after peptide loading, and IFNγ production by CTL 
clone 13 was measured by ELISA after 24h of co-culture. (B) Elution of the natural peptide recognized by CTL clone 13. Peptides 
eluted from purified HLA class I molecules of LB-831 cells were separated by HPLC, and the fractions were tested for recognition by 
CTL clone 13 (top panel). To rule out contamination of the HPLC system, buffer was run on the column before the eluted samples, and 
the fractions were tested similarly (CTR). Synthetic peptides KNYKRCFPVI, NYKRCFPVI and KNYKRCFPVIF were mixed and 
injected under the same HPLC conditions, and the fractions were tested for CTL recognition (bottom panel). 
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containing MAGE-A4 and HLA-A24 in HEK 293-EBNA cells together with a cDNA 
encoding the TAP inhibitor ICP47 (Fig. S1A). Transfected cells were tested for their ability to 
activate the CTL.  Presentation of the antigenic peptide was strictly dependent on the TAP 
transporter.  
Because IFNγ treatment of the MAGE-A4/HLA-A24+ bladder carcinoma cell line LB-831 
was shown to increase NYKRCFPVI143-151 presentation to CTL clone 13 [11], we postulated 
that the processing of the peptide was dependent of the catalytic activity of the 
immunoproteasome. To confirm the involvement of immunoproteasome in the processing of 
the peptide, we treated LB-831 tumor cells with lactacystin and epoxomicin, two common 
inhibitors of the proteasome, and tested treated cells for their ability to activate CTL 13 (Fig. 
2A). Surprisingly, inhibition of the proteasomes induced a strong increase in CTL recognition 
reflecting an increased production of the peptide following proteasome inactivation. This 
result was confirmed by using the broad-spectrum inhibitor of the proteasome (Fig. S1B) 
Ada-(Ahx)3-(Leu)3-vinyl sulfone, which inhibits all the active catalytic subunits of the 
proteasome with comparable efficiency [17]. To confirm that the production of the peptide 
NYKRCFPVI143-151 was independent of the proteasome, we performed an in vitro digestion of 
the precursor peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156 with fresh tumor lysate depleted or 
not of proteasomes. This 19 amino acids precursor contains a 2-aminobutyric acid (X), which 
replaces the cysteine 147 to avoid disulphide bonds formation and peptide aggregation. To be 
certain that the peptide NYKRXFPVI containing the 2-aminobutyric acid was still recognized 
by the CTL 13, we tested its ability to activate the CTL when pulsed onto VEST-EBV B cells 
(Fig. S1C). Following digestion of the 19-mer precursor with tumour lysate depleted or not in 
proteasomes, the digests were pulsed on HLA-A24+ B-EBV cells and tested for CTL 
recognition. Figure 2 shows that depletion of proteasomes from the tumour lysate increases 
the lysate ability to release the antigenic peptide from the peptide precursor. Moreover, 
addition of lactacystin to the cell lysate further increased production of the antigenic peptide. 
Together, these results suggest that the proteasome does not produce the antigenic peptide, 
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Figure 2. The proteasome is not implicated in the processing of the antigenic peptide NYKRCFPVI. (A) LB831-BLC cell line was 
treated 4h with lactacystin (15 µM) or epoxomicin (0.5 µM) before addition of the MAGE-A4 specific CTL clone 13. The synthetic peptide 
(1 µM) was loaded on tumor cells as positive control. Production of IFNγ was measured in the supernatant after 24h by ELISA. (B) 
Precursor peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS (X= 2-aminobutyric acid) was digested with fresh tumor lysate depleted or not of 
proteasome in presence or in absence of lactacystin during indicated digestion times. Digests were then lyophilized and pulsed on HLA-
A24+ B-EBV cells before CTL addition. Production of IFNγ by the CTL was measured by ELISA after 24 h of co-culture. Expression of 
proteasome subunits was examined by western blot. 
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The standard proteasome but not the immunoproteasome degrades the  
NYKRCFPVI143-151 peptide  
 
Because tumor cells treated with IFNγ were better recognized by the CTL, this suggests that 
the standard proteasome and the immunoproteasome might differentially regulate production 
of the antigenic peptide. To better understand the role of the different proteasome subtypes in 
the production/degradation of the peptide, we transfected HEK 293-EBNA cells expressing 
either standard (293-SP) or immunoproteasomes (293-IP) with plasmids coding for MAGE-
A4 and HLA-A24, and we tested the transfected cells for CTL recognition. After transfection, 
cells were treated or not with proteasome inhibitor lactacystin to check the role of each 
proteasome subtype in antigen presentation. As shown on Figure 3A, 293-EBNA cells 
containing immunoproteasome were better recognized by CTL 13 than 293 cells expressing 
standard proteasome. Interestingly, the treatment of 293-SP with proteasome inhibitor 
lactacystin increased production of the antigenic peptide, while the same treatment on 293-IP 
did not modify significantly the production of the antigen. Taken together, these results 
suggest that the standard proteasome but not the immunoproteasome is involved in the 
degradation of the peptide. It also suggests that neither type of proteasome can process the 
peptide. To confirm this hypothesis, we performed in vitro digestions of the precursor peptide 
ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156 with purified 20S standard or immunoproteasomes. The 
digests were then analyzed by HPLC coupled to mass spectrometry (HPLC-MS) to determine 
the relative abundance of the fragments released by the digestion. Interestingly, no peptide 
fragment corresponding to cleavages between K142 and N143  nor between I151 and F152 could 
be detected with neither type of proteasome. This confirms that neither standard nor 
immunoproteasome were able to perform the cleavages required to release the antigenic 
peptide (Fig. 3B). We then searched for destructive cleavages inside the peptide 
NYKRXFPVI143-151 after in vitro digestion of the precursor with both purified proteasomes 
(Fig. 3B). The analysis of peptide fragments identified 3 destructive cleavages inside the 
antigenic peptide sequence (i.e. between Y144 and K145, between X147 and F148, and between 
F148 and P149). Interestingly, these 3 cleavages were much more intense when the standard 
proteasome was used in the digestion rather than the immunoproteasome. These results were 
confirmed with a second peptide precursor (ERVIKNYKRSFPVIFGKAS138-156), which 






Figure 3. Differential processing of MAGE-A4 derived peptide by proteasome subtypes. (A) HEK-293 EBNA cells 
containing either standard or immunoproteasome were transfected with cDNAs encoding MAGE-A4 and HLA-A24. The next 
day, the cells were treated or not 4 h with 15 µM lactacystin before CTL addition. Production of IFNγ was measured by ELISA 
after 24 h of co-culture. Relative activities were calculated as proportion of the activity measured with the synthetic peptide 
control. This proportion was then related to that observed for 293-IP without treatment, which was taken as 100%. Error bars 
show SDs of triplicates. Data are representatives of 3 experiments. (B) Main peptide fragments detected by mass spectrometry 
after +/- 50 % of digestion of the peptide precursor by the standard and the immunoproteasome (SP 52 %, IP 63%). To avoid 
disulfide bond formation between precursors, cystein 147 was replaced by a 2-aminobutyric acid (X). The 2 fragments produced 
from precursor cleavage are represented above the graph. The respective MS current intensity detected for each fragment is 
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conclude that neither the standard nor the immunoproteasome produces the cleavages 
required to release the antigenic peptide, and that the standard proteasome destroys the 
antigenic peptide by performing several intense cleavages in the middle of the peptide 
sequence. Together, these results imply that at least one other protease is involved in the 
production of the antigenic peptide. 
 
Characterization of alternative protease(s) involved in the processing of the MAGE-A4 
peptide 
 
Two important features are helpful to identify the protease(s) responsible for the processing of 
the antigenic peptide. The first one is the cleavage specificity of the protease inside a peptide 
substrate. The second is the family of the protease involved or its mechanistic features. We 
first asked the substrate specificity (i.e. exo- or endo-peptidase) of the proteases responsible 
of the N-terminal and C-terminal cleavages releasing the peptide NYKRCFPVI143-151. To 
answer this question, we performed an in vitro digestion of the precursor peptide 
ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156 with fresh tumor lysate. Acetylation and/or amidation 
were used to block respectively the N- and C-terminus of the precursor peptide. These 
modifications were performed in order to block the action of putatively involved 
exopeptidases. Digests were then loaded on EBV-B cells and tested for their ability to activate 
the CTL in an IFNγ release assay. Results presented in figure 4A show that when both 
extremities of the precursor peptide were modified, the tumor lysate lost its ability to release 
the antigenic peptide from the peptide precursor, suggesting at least one of the proteases 
involved is an exopeptidase. Acetylation of the N-terminus of the peptide precursor also 
inhibited the processing of the antigenic peptide, showing that it is the production of the 
peptide N-terminus that depends on an exopeptidase. On the contrary, amidation of the C-
terminal residue of the precursor peptide did not impair CTL recognition. This result suggests 
that an endopeptidase is required to produce the C-terminal cleavage releasing the epitope. In 
order to identify the mechanistic features of the protease(s) involved in the processing of the 
peptide, we digested the precursor peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156 with fresh 
tumour lysate in the presence of broad-spectrum inhibitors. The peptide KNYKRXFPVI 





































































































Figure 4. Substrate specificity and mechanistic features of proteases implicated in the processing of the epitope. (A) 
Indicated peptide precursors were digested with fresh tumor lysate during the indicated digestion times. Acetylation and 
amidation were used to block the N-terminus and the C-terminus of the precursor peptide respectively, thereby inhibiting the 
function of exopeptidases. Lysates were then lyophilized and pulsed on HLA-A24+ B-EBV cells before CTL addition. 
Production of IFNγ was measured by ELISA after 24 h of co-culture. (B) Peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS was digested 
in the presence or absence of the indicated protease inhibitor, and then separated by HPLC. Fractions were then pulsed on 
HLA-A24+ EBV-B cells and tested for CTL recognition. Production of IFNγ was measured by ELISA after 24 h of co-




does not correspond to the natural peptide presented on the tumor cells. We thus wanted to 
make sure that the peptide detected by the CTL in the digestion mixture corresponded to the 
9-mer NYKRCFPVI143-151 peptide and not to the 10-mer KNYKRCFPVI142-151 peptide. We 
therefore separated the digests by HPLC and collected fractions to be tested for CTL 
recognition. In parallel, peptides NYKRXFPVI, KNYKRXFPVI and KNYKRXFPVIF were 
run on the HPLC system in the exact same condition to determine which peak in the digest 
corresponded to peptide NYKRXFPVI (Fig. 4B). HPLC also has the advantage of removing 
traces of protease inhibitors from the eluted fractions as these inhibitors elute around fraction 
number 9. Interestingly, we observed that both AEBSF (4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl 
fluoride hydrochloride), an inhibitor of serine peptidases and ortho-phenanthroline (a 
metallopeptidase inhibitor) almost totally abrogated CTL activation. This suggests the role of 
members of these two peptidase families in the processing of the MAGE-A4 peptide 
NYKRCFPVI143-151. 
 
Investigation of a metallopeptidase in the processing of the antigen 
 
In order to identify the metallopeptidase involved in the processing of the MAGE-A4-derived 
antigen, we first determined wether a metalloprotease already known to produce antigenic 
peptides was involved. Different metallopeptidases responsible for the N-terminal trimming 
of peptides were described in the cytosol (PSA, LAP [18, 19]) as well as in the ER (ERAP1, 
ERAP2 [20]).  Furthermore, the metalloendopeptidases insulin-degrading enzyme (IDE) [9], 
thimet oligopeptidase (TOP) and nardylisin [10] were recently shown to be involved in the 
production of the C-terminus of antigenic peptides. To try to identify the metalloprotease 
involved, we fractionated by HPLC a fresh tumor cell lysate and analysed the different 
fractions for their peptidase activity and proteases content. First, we measured the capacity of 
each fraction to produce the cleavages required for the release of the antigenic peptide by 
incubating the different HPLC-fractions with precursor peptide 
ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156. Digests were then pulsed on HLA-A24+ B-EBV cells 
and tested for CTL recognition. As shown on the upper panel of the figure 5A, digests 
obtained with fractions 14 and 15 activated the CTL. Furthermore, in vitro digestion of a 























































































































































Figure 5. Identification of a metallopeptidase in the processing of peptide NYKRCFPVI143-151. (A) Tumor lysate 
obtained from LB831-BLC was fractionated by HPLC and the ability of each fraction to produce the antigenic peptide was 
determined. This was done by pulsing VEST-EBV cells with digests obtained after co-incubation of the fractions with the 
precursor peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS. Pulsed cells were then tested for their ability to activate IFNγ production by 
CTL clone 13. Identification of the fraction responsible for the release of the peptide C-terminus by digesting a fluorogenic 
peptide designed to contain the peptide C-terminus. The presence of the metalloproteases TOP, IDE and nardilysin in the 
corresponding fractions was tested by western blot.  (B) Effect of thimet oligopeptidase on NYKRCFPVI epitope generation. 
LB-831 cells were electroporated with control siRNA (ctrl) or 2 siRNA specific for TOP (#1, #2). After 72 h, cells were 
evaluated for epitope presentation to specific CTL clone 13. Activation of T cells was determined by degranulation assay. 




peptide (ABz-FPVIFGKA-EDDNp) were performed with each fraction (lower panel of figure 
4A). This was done in order to identify the fractions able to perform the C-terminal cleavage 
releasing the antigenic peptide. Results show that fluorescence was emitted in fractions 15, 16, 
17, 18 (Fig. 5A lower panel). Interestingly, these fractions did not all correspond to the 
fractions producing both ends of the antigenic peptide (Fig. 5A upper panel) suggesting the 
involvement of two different peptidases to produce the final antigenic peptide. These results 
suggest that the peptidase responsible for the C-terminal cleavage has a lower molecular 
weight than the peptidase producing the N-terminus. We then analyzed by western blot the 
presence of metalloendopeptidases in the different fractions. As shown in Fig. 5A, three 
metalloendopeptidases (TOP, IDE and nardilysin) of about 100 kDa matched the fractions 
involved in the peptide release. We excluded IDE from the potential candidates by performing 
an in vitro digestion of the modified precursor peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156 
with a fresh tumour lysate depleted or not in IDE (Fig. S3). Fragments obtained after 
digestion were pulsed on HLA-A24+ B-EBV cells and tested for CTL recognition. IDE 
depletion did not affect the ability of the lysate to produce the antigenic peptide (figure S3). 
We also excluded nardylisin, LAP and PSA because their inhibitors did not reduce 
recognition of the autologous tumor cells by CTL 13 (preliminary results, Fig. S4). Because 
fractions containing TOP corresponded exactly to the fractions producing the peptide C-
terminus, as shown by the in vitro digestion of fluorogenic peptide ABz-FPVIFGKA-EDDNp, 
we further investigated its role in the processing the MAGE-A4 derived peptide. We 
electroporated the LB-831 cells with 2 different TOP siRNA and tested the electroporated 
cells for their ability to activate CTL13 in a degranulation assay. The two different TOP 
siRNAs almost completely inhibited the expression of the protein. In parallel, CTL 
recognition of the TOP-silenced tumor cells was reduced by 40-50 % (Fig. 5B). Other ortho-
phenanthroline sensitive metallopeptidases like neurolysin, a metalloendopeptidase related to 
TOP mainly described in the mitochondria [21-24] and metalloaminopeptidases ERAPs 
should be investigated. Indeed, preliminary results have shown that the treatment of 
autologous tumor cell lysate with the aminopeptidase inhibitor LeuSH reduces its ability to 
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Figure 6. Role of a serine peptidase in the processing of peptide NYKRCFPVI143-151. (A) LB-831-BLC cells were treated 
with AAF-CMK at indicated concentrations and tested for recognition by CTL clone 13 in an IFNγ production assay. Where 
indicated, cells were loaded with synthetic peptide NYKRCFPVI before the CTL assay to check their ability to present Ags. 
Relative activities (left panel) were calculated as a proportion of the activity measured with the synthetic peptide control. This 
proportion was then related to that observed without treatment, which was taken as 100%. The actual values of IFNγ measured 
by ELISA are shown on the right panel. Error bars show SDs of triplicates. (B) Bladder carcinoma cells LB-831 were treated 
with AAF-CMK 25 µM or lactacystin 20 µM during 4h and tested for recognition by CTL clone 13 in degranulation assay (left 
panel). The pourcentage of CD107+ cells from the CD8+ cell gate is indicated in ordinate. On the right panel, cells were loaded 
with synthetic peptide NYKRCFPVI before the CTL assay as control. 
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Investigation of a serine peptidase in the processing of the antigen 
 
Because the negative impact of serine protease inhibitor AEBSF on peptide release in vitro 
(Fig. 4C), we tested the serine protease inhibitor AAF-CMK on the bladder carcinoma cell 
line LB-831. Cells were treated with different concentration of the inhibitor during 4 h before 
co-incubation with the CTL. IFNγ production assay (Fig 6A) and degranulation assay (Fig 
6B) were performed 24h and 4h after CTL addition respectively. Both experiments showed a 
decrease in CTL activation of about 50 % confirming the potential role of a serine peptidase 
in the processing of the MAGE-A4 derived peptide NYKRCFPVI143-151. Because AAF-CMK 
is mainly described to inhibit the tripeptidyl peptidase II (TPPII), a giant cytosolic peptidase 
involved in the processing of several antigens [25], we transduced LB-831 cell line with 
shRNA against this giant protease. Unfortunately, we were not able to obtain reproducible 
results confirming or infirming the role of this protease in the processing of the peptide (data 
not shown). Further experiments are thus required to determine the role of TPPII or another 










In this work, we investigated which proteases are involved in the processing of the HLA-A24-
restricted peptide NYKRCFPVI143-151 derived from MAGE-A4 and presented at the surface of 
various carcinomas. This work showed that proteasomes could not produce the N- and C-
terminal cleavages releasing the antigenic peptide. Rather, we showed using proteasome 
inhibitors that the proteasome is involved in its degradation. To test whether the standard 
proteasome or the immunoproteasome negatively impacted the production of the antigenic 
peptide, we transfected 293 cells expressing either type of proteasome and tested the effect of 
proteasome inhibitors on peptide presentation. This put forward that the standard but not the 
immunoproteasome degraded the antigenic peptide. This result was confirmed in vitro after 
digestion of longer peptide precursors with purified proteasomes. Analysis by mass 
spectrometry of these digests demonstrated that the standard proteasome produced two 
intense destructive cleavages inside the peptide sequence NYKRCFPVI143-151 (i.e. before the 
F148 or between Y144 and K145). These cleavages are almost absent when the 
immunoproteasome was used to perform the digestion. These results are in accordance with a 
previous study performed in our laboratory, which showed that cleavages between two 
hydrophobic residues are preferentially exerted by subunit β5 despite the fact that subunit β5i 
generally display a higher chymotryptic-like activity [6]. Furthermore, the study of enolase 
digestion by proteasome standard or immunoproteasome indicated that the 
immunoproteasome, but not the standard proteasome, disfavour cleavages before hydrophobic 
residues [26]. The increased processing of the antigen by immunoproteasome-containing cells 
is in accordance with results previously obtained by Ottaviani and colleagues who showed 
that the antigen NYKRCFPVI143-151 was better produced by carcinoma cell lines upon 
IFNγ treatment [11]. Since IFNγ treatment is known to induce replacement of standard 
proteasome subunits by those of the immunoproteasome [27], this replacement therefore 
suppresses destructives cleavages performed by the standard proteasome and increases 
presentation of the antigenic peptide by tumor cells. Overall these results highlight the fact 
that one or several other proteases are involved in the processing of the antigenic peptide. The 
second part of this work therefore focused on the identification of these proteases. We first 
described the substrate specificity of the proteases involved, by showing that the N-terminal 
cleavage allowing the release of the epitope was performed by an exopeptidase while an 
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endopeptidase was needed for the release of the C-terminal end of the antigenic peptide. 
Using broad-spectrum protease inhibitors, we demonstrated that both a metallo- and a serine 
peptidase are involved in the processing of the antigen. More specifically, the use of siRNAs 
directed against the metalloendopeptidase TOP suggested that TOP might be involved in the 
processing of the peptide. So far, TOP was mainly shown to destroy antigenic peptides and 
decrease HLA class I antigen presentation [28, 29]. However, a recent study demonstrated its 
involvement in the C-terminal trimming of an antigen derived of PRAME [10]. The 
endopeptidase activity of TOP removes sequences of three to four residues from the C-
terminal end of the peptide substrate [30]. Furthermore, TOP has a preference for peptides 
containing 7 to 17 a.a. and is not able to cleave longer peptides [23, 31]. Interestingly, this 
protease has a broad sequence specificity [23, 32], but its main characteristic is its inability to 
cleave behind an isoleucine residues [10] [31]. Since the C-ter residue of the MAGE-A4143-151 
antigen is the I151, further studies should determine if this peptidase is directly responsible of 
the C-ter cleavage releasing the peptide or if sequential cleavages with other peptidases are 
required. This could be done by analyzing the cleavages produced by recombinant TOP on a 
precursor peptide. We will continue the study of the role of others proteases that could be 
involved in the processing. One of the candidates, the metalloendoprotease neurolysin is 
closely related to TOP (60% of homology). Additionally, the role of ER resident amino-
metallopeptidases ERAPs will also be investigated. If preliminary results showed that LeuSH 
inhibited the presentation of the peptide, the use of siRNA targeting ERAP1 didn’t seems to 
affect its presentation. The role of ERAP2 has not yet been investigated, but this protease 
already appears as a good candidate to produce the N-terminus of the antigenic peptide since 
it favors cleavages after positively charged residues. Indeed, the P1 position of the N-terminal 
cleavage releasing the peptide NYKRCFPVI143-151 is occupied by the lysine residue K142. 
Furthermore, serine peptidase TPPII should also be done since contradictory preliminary 
results were obtained. Finally, the fact that a large number of tumors express MAGE-4 
(squamous-cell carcinomas of the esophagus (74%), lung (59%), head and neck (53%), and 
infiltrating bladder carcinoma (45%) [33]) and that 42% of orientals and 20% of caucasoids 
express HLA–A24 molecules [34] underlines that the antigenic peptide described here 
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Figure S1. The processing of the NYKRCFPVI antigenic peptide is TAP-dependent but proteasome-independent (A) 293-
EBNA cells were transiently transfected with MAGE-A4 and HLA-A24 together with the TAP inhibitor ICP47. The production of 
IFNγ by CTL clone 13 was measured by ELISA after an overnight co-incubation. (B) LB-831 BLC was treated 4h with Ada-
Vinyl-Sulfone at indicated concentrations before addition of the MAGE-A4 specific CTL clone 13. The synthetic peptide (1 µM) 
was loaded on tumor cells as positive control. Production of IFNγ was measured after 24 h. (C) Recognition of synthetic peptides 
by CTL clone 13. HLA-A*2402+ B-EBV B cells were incubated with synthetic peptides at indicated concentrations. CTL clone 





Figure S2. Main peptide fragments detected by mass spectrometry after +/- 70 % digestion of the peptide precursor by standard and 
immunoproteasomes (SP 72 %, IP 68%). To avoid disulfide bond formation between precursors, cystein 147 was replaced by a serine (S). The 2 
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Figure S3. NYKRCFPVI143-151 peptide formation is independent of IDE. Precursor peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS 
(X= 2-aminobutyric acid) was digested with fresh tumor lysate depleted or not in IDE during the indicated digestion times. 
Digests were then lyophilized and pulsed on HLA-A24+ B-EBV cells before CTL clone 13 addition. Production of IFNγ was 
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Figure S4. Preliminary results, effect of protease inhibitors on the processing of the antigenic peptide. (A) Peptide 
ERVIKNYKRXFPVIFGKAS was digested with tumor cell lysate in the presence or absence of the indicated protease 
inhibitor (Bestatin 200 µM inhibits LAP and nardylisin; LeuSH 200 µM inhibits aminopeptidases). Digests were then pulsed 
on HLA-A24+ EBV-B cells and tested for CTL recognition. Production of IFNγ was measured by ELISA after 24 h of co-
culture. (B) Peptide ERVIKNYKRXFPVIFGKAS was digested with tumor cell lysate in the presence or absence of 
puromycin (PSA inhibitor) at indicated concentrations, and then separated by HPLC. Fraction corresponding to the elution 
time of NYKRXFPVI peptide were then pulsed on HLA-A24+ EBV-B cells and tested for CTL recognition. CTR represente 





Discussion et perspectives 
 
1. Epissage d’un acide aminé par le protéasome 
 
L’épissage peptidique par le protéasome est un mécanisme récemment décrit qui est 
impliqué dans la production de peptides antigéniques pour la voie d’apprêtement 
CMH de classe I. Il implique l’association de fragments peptidiques distants d’une 
protéine parentale et se produit dans la chambre catalytique du protéasome. L’étude 
présentée dans la première partie de cette thèse décrit un nouveau peptide 
antigénique tumoral présenté par HLA-A3 et comprenant deux fragments non-
contigus de la protéine de différenciation de mélanome gp100PMEL17. Ces fragments 
peptidiques sont épissés ensemble dans le sens inverse de celui dans lequel ils 
apparaissent au sein de la protéine parentale. Il est intéressant de constater que 
contrairement aux peptides épissés précédemment décrits, le peptide analysé dans 
ce travail provient de l’association d’un fragment de 8 a.a. avec un résidu arginine 
unique. Nous avons cependant démontré que lors de la transpeptidation, le fragment 
responsable de l’attaque nucléophile sur l’intermédiaire acyl-enzyme devait avoir une 
longueur minimale de 3 résidus pour permettre la formation d’un peptide épissé. 
Nous avons également mis en évidence que ce peptide épissé contenant une 
extrémité C-terminale prolongée était raccourci dans un second temps par le 
protéasome pour produire le peptide antigénique final RSYVPLAH_R.  
 
1.1. Le mécanisme catalytique impliqué dans l’épissage peptidique par le 
protéasome nécessite un fragment nucléophile de minimum de 3 a.a. 
 
Le mécanisme catalytique impliqué dans l’épissage menant à la formation du peptide 
RSYVPLAH_R dérivé de gp100PMEL17 est identique au mécanisme proposé 
précédemment pour d’autres peptides épissés. L’épissage peptidique se fait par 
transpeptidation, suite à l’attaque nucléophile d’un intermédiaire acyl-enzyme par un 
fragment présent dans la chambre catalytique (voir Chapitre 5 de l’introduction) (196-
199). Dans les exemples précédemment décrits, les fragments responsables de 
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cette attaque nucléophile comptent de 3 à 4 acides aminés. Cependant, 
l’identification du peptide antigénique RSYVPLAH_R a mis en lumière la possibilité 
de l’épissage d’un résidu unique. Nous avons donc voulu comprendre si ce résidu 
provenait de l’épissage d’une seule arginine ou si il provenait de l’épissage d’un 
fragment plus long contenant une arginine en N-ter et qui serait ensuite raccourci par 
un clivage ultérieur.  
Pour répondre à cette question, nous avons réalisé une série de digestions in vitro 
avec du protéasome 20S purifié en présence de fragments nucléophiles de 
différentes tailles. Nous avons ensuite mesuré la capacité du protéasome à réaliser 
l’épissage de ces différents fragments (Article 1, Figure 5). Ceci a permis d’exclure 
la formation de fragments peptidiques par l’épissage d’un seul résidu. De plus, 
l’analyse de l’épissage des différents fragments C-terminaux a permis de mettre en 
évidence qu’une taille minimum de 3 a.a. était nécessaire à l’épissage peptidique par 
le protéasome. 
Comme nous l’avons vu dans l’introduction de ce travail, l’efficacité de l’épissage 
peptidique dépend très probablement de la capacité du fragment peptidique 
nucléophile à entrer en compétition avec une molécule d’eau lors de l’attaque de 
l’intermédiaire acyl-enzyme. Parmi les facteurs influençant cette capacité, on 
compte : la concentration relative au niveau du site de clivage, la durée de vie du 
peptide nucléophile, l’activité nucléophile de l’extrémité N-terminale de celui-ci et 
enfin son orientation par rapport au lien ester de l’intermédiaire acyl-enzyme (205, 
206). De manière intéressante, le site de liaison pour le fragment C-terminal du futur 
peptide épissé, a récemment été suggéré comme distinct du site catalytique 
classique (poche S1’) du protéasome. La présence d’une poche additionnelle où le 
fragment à épisser « attendrait » la formation de l’intermédiaire acyl-enzyme pour 
réaliser l’épissage a en effet été proposée (Figure 17)(205). Ce positionnement idéal 
serait facilité pour un fragment de plusieurs a.a.. En effet, celui-ci possède un 
ensemble de charges susceptibles d’entrer en relation avec celles des résidus 
composant ce site de liaison putatif. De plus, nos résultats montrent une corrélation 




La séquence et la longueur du fragment C-terminal nucléophile seraient donc 
critiques pour la liaison du fragment dans cette nouvelle poche de liaison et 
permettraient de favoriser le mécanisme d’épissage par le protéasome. Par 
conséquent, d’autres facteurs pouvant améliorer ce processus tel que la position du 
fragment par rapport au site de clivage ainsi que l’activité nucléophile de l’extrémité 
N-terminale du peptide à épisser devraient être étudiés dans le futur. En effet, 
l’activité nucléophile de l’extrémité N-terminale du fragment pourrait être activée par 
des résidus basiques présents dans cette nouvelle poche, comme c’est le cas pour 
les molécules d’eau lors de la protéolyse réalisée par les sous-unités du protéasome 
(99, 206). 
 
1.2. La formation du peptide antigénique RSYVPLAH_R nécessite un rabotage 
peptidique après l’épissage réalisé par le protéasome 
 
Le fait que le fragment nucléophile doit avoir une longueur de minimum 3 résidus 
implique que la formation du peptide final RSYVPLAH_R nécessite une protéolyse 
ultérieure à l’épissage. Dans notre étude, nous n’avons pas formellement exclu que 
ce raccourcissement final soit réalisé par une protéase alternative au protéasome. 
Cependant, nous avons montré que celui-ci était capable de réaliser le clivage 
derrière l’arginine C-terminale du peptide antigénique final RSYVPLAH_R. 
L’hypothèse la plus cohérente est donc que le protéasome réalise ce rabotage 
directement après l’étape d’épissage lors de la progression du substrat à l’intérieur 
de la chambre catalytique. La seconde hypothèse serait que le clivage permettant la 
libération de l’épitope final ait lieu suite à un second passage à travers le protéasome 
après que le substrat épissé ait réussi à quitter la chambre catalytique une première 
fois.  
Notre étude des préférences de clivages du protéasome sur les précurseurs épissés 
synthétiques a permis d’observer que le peptide antigénique était préférentiellement 
produit à partir du précurseur RSYVPLAH_RGS plutôt qu’à partir des précurseurs 
RSYVPLAH_RRGS et RSYVPLAH_RRG (Article 1, Figure 6). Ceci suggère que les 
clivages de ces précurseurs par le protéasome standard sont plus efficaces quand la 
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position P1’ est occupée par une glycine plutôt que par un résidu arginine. Des 
résultats contradictoires ont été publiés quant à la préférence du protéasome 
standard pour un clivage devant une glycine ou une arginine (114, 315). Ceci est 
probablement dû au fait que les peptides précurseurs et les protéines analysées ont 
des caractéristiques et des tailles différentes. En effet, comme nous l’avons vu dans 
l’introduction de cette thèse, les préférences de clivages du protéasome ne sont pas 
seulement influencées par le résidus en P1’ mais aussi par l’ensemble de la 
séquence peptidique entre P4 et P4’ (108, 110).  
Nous avons également montré que le protéasome était capable de réaliser 
l’épissage de fragments nucléophiles de tailles allant jusqu’à 10 résidus pour les 
modèles de peptides épissés dérivés de gp100 et FGF-5 (Article 1, Figure 5). Il 
serait intéressant de déterminer si ces fragments épissés allongés en C-ter sont 
susceptibles aux clivages permettant la libération des peptides antigéniques finaux 
(i.e. RTK_QLYPEW et NTYAS_PRFK). Ceci impliquerait que la formation de ces 
peptides antigéniques puisse également provenir d’un processus d’épissage d’un 
fragment C-terminal long suivi d’un rabotage. 
 
1.3. Implications et perspectives 
 
Jusqu’à la publication de notre étude, les peptides antigéniques épissés décrits 
étaient formés par l’ajout d’un fragment C-terminal de 4 à 6 a.a. Dans ce travail, nous 
avons analysé l’apprêtement d’un nouveau peptide antigénique épissé qui ne 
requiert l’addition que d’un seul acide aminé. En théorie, cette découverte devrait 
augmenter la probabilité de production de ce peptide car n’importe quel peptide 
possédant une arginine à son  extrémité N-terminale et capable de lier le site de 
liaison putatif du fragment nucléophile pourrait être à l’origine de la génération d’un 
précurseur épissé. Cette hypothèse est soutenue par les résultats de notre étude 
montrant que le peptide RSYVPLAH_R pouvait provenir de l’utilisation de deux 
résidus arginine différents. L’autre caractéristique requise pour la formation de 
l’épitope est que le fragment épissé puisse être raboté du côté C-terminal de 
l’arginine nécessaire à la formation du peptide antigénique.  
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L’existence de peptides épissés générés par l’addition d’un acide aminé unique 
renforce la notion que l’épissage par le protéasome augmente la diversité du 
répertoire peptidique présenté par les molécules CMH de classe I. Si des travaux 
antérieurs ont montré que la nature du peptide nucléophile peut influencer l’efficacité 
du processus d’épissage (205) aucune règle précise quant aux paramètres régissant 
l’épissage peptidique par le protéasome n’a pu être mise en évidence.  
Même si aujourd’hui, seul cinq peptides antigéniques épissés ont été identifiés, le 
nombre de peptides réellement produits et présentés à la surface cellulaire est sans 
doute nettement plus élevé qu’initialement supposé, et ce, malgré la faible efficacité 
du phénomène d’épissage peptidique par le protéasome in vivo (196). Ceci est 
supporté par les études récentes de Liepe et Mishto qui ont révélé que le 
protéasome produisait un nombre important de peptides épissés de taille adéquate 
pour être présentés sur des molécules CMH de classe I (voir Chapitre 5. de 








2. Apprêtement du peptide antigénique NYKRCFPVI143-151 dérivé de MAGE-
A4 et présenté par HLA-A24 
 
2.1. Implication des sous-types de protéasomes dans l’apprêtement de l’antigène 
NYKRCFPVI143-151 : inaptitude à former l’épitope mais dégradation 
différentielle 
 
Le protéasome est considéré comme la protéase responsable de la formation de la 
majorité des peptides antigéniques présentés par les molécules du CMH de classe I. 
Il est en effet impliqué dans plus de 95% des clivages peptidiques menant à la 
formation d’épitopes présentés aux lymphocytes T cytolytiques (317). Dans le 
second projet abordé au cours de cette thèse, nous avons étudié l’apprêtement de 
l’antigène NYKRCFPVI143-151 dérivé du gène MAGE-A4 et présenté à la surface de 
différents carcinomes par la molécule HLA-A24. Nous avions pour objectif de 
comprendre pourquoi cet antigène était mieux présenté à la surface de différentes 
lignées tumorales après traitement avec la cytokine pro-inflammatoire IFNγ (318). 
Comme nous l’avons vu dans l’introduction, en présence de cytokines pro-
inflammatoires, les 3 sous-unités catalytiques du protéasome standard sont 
remplacées par les sous-unités catalytiques induites β1i, β2i et β5i, pour former 
l’immunoprotéasome. Ces deux types de protéasomes présentent des activités 
catalytiques distinctes qui influencent le pool de peptides antigéniques présentés à la 
surface cellulaire (319). Différents antigènes tumoraux préalablement identifiés 
illustrent ce principe (162-164). En général, l’incapacité d’apprêtement d’un peptide 
antigénique par un sous-type de protéasome résulte du fait que les sous-unités 
catalytiques nécessaires au clivage N- et/ou C-ter libérant le peptide ne sont pas 
présentes dans ce sous-type de protéasome. L’absence d’apprêtement peut 
également résulter d’un clivage destructeur réalisé par ce type de protéasome au 
sein de la séquence de l’épitope (voir Chapitre 4.4. de l’introduction).   
Puisque l’apprêtement du peptide NYKRCFPVI143-151 augmente suite à un traitement 
à l’IFNγ, nous avons initialement postulé que ce peptide devait être apprêté 
préférentiellement par l’immunoprotéasome. Cependant, le traitement d’une lignée 
de carcinome exprimant l’antigène avec trois inhibiteurs du protéasome différents, 
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dont l’inhibiteur Ada-vinyl-sulfone décrit pour inhiber l’ensemble de sous-unités 
catalytique avec la même intensité (232), a montré une augmentation de 
l’apprêtement de l’antigène comparé à la lignée cellulaire non traitée, suggérant 
qu’aucun des sous-types de protéasomes présents au sein de la lignée tumorale 
n’était capable de libérer le peptide antigénique. Ceci fut confirmé d’une part en 
traitant avec des inhibiteurs de protéasomes des cellules 293 transfectées avec 
MAGE-A4 et exprimant soit le protéasome standard soit l’immunoprotéasome, et 
d’autre part en analysant les clivages réalisés par des protéasomes purifiés sur des 
précurseurs peptidiques in vitro (Article 2, Figure 3B). De manière intéressante, 
l’étude des clivages réalisés par le protéasome standard et l’immunoprotéasome à 
l’intérieur de la séquence peptidique de l’antigène a permis de mettre en évidence la 
propension du protéasome standard à dégrader l’épitope. Ces résultats sont en 
accord avec un meilleur apprêtement de l’épitope par les différentes lignées de 
carcinomes suite à un traitement à l’IFNγ. En effet, même si l’épitope est formé 
indépendamment du protéasome, le remplacement du protéasome standard par 
l’immunoprotéasome suite à un traitement à l’IFNγ permettrait de diminuer la 
dégradation de la séquence peptidique contenant l’épitope. Cependant, le fait que le 
peptide antigénique soit produit indépendamment du protéasome a pour 
conséquence qu’une ou plusieurs protéases alternatives doivent être impliquée(s) 
dans la formation de l’épitope NYKRCFPVI143-151. 
 
2.2. Protéases alternatives impliquées dans l’apprêtement de l’épitope 
NYKRCFPVI143-151, résultats préliminaires et perspectives 
 
Comme nous l’avons décrit dans l’introduction de ce travail, si le rôle du protéasome 
est prépondérant dans l’apprêtement des antigènes de classe I, diverses autres 
protéases ont été décrites pour intervenir dans la production de peptides 
antigéniques. Ces protéases sont classées en différentes familles en fonction de 
leurs activités fonctionnelles et mécanistiques (voir Chapitre 9. de l’introduction). Les 
résultats obtenus lors de cette thèse ont permis de démontrer que l’apprêtement de 
l’épitope NYKRCFPVI143-151 était altéré par les inhibiteurs à large spectre ortho-
phenanthroline et AEBSF respectivement capables d’inhiber les familles des 
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métallopeptidases et des sérines peptidases. Nous avons également mis en 
évidence l’implication possible de la métallopeptidase TOP dans l’apprêtement de 
l’antigène, même si son rôle dans la libération de l’extrémité N- ou C-terminale du 
peptide antigénique doit encore être défini.  
Ces dernières années, de nombreuses aminopeptidases cytosoliques ont été 
décrites comme responsables du raccourcissement N-terminal de fragments générés 
par le protéasome et permettant la formation de plusieurs peptides antigéniques (voir 
Chapitre 7.1. de l’introduction). Différentes aminopeptidases cytosoliques tel que la 
bléomycine hydrolase, la leucine aminopeptidase, la puromycine sensitive 
aminopeptidase, DPP9 et TPPII ont en effet été décrites comme responsables du 
raccourcissement de fragments peptidiques générés par le protéasome (pour revue 
(240)). De plus, deux autres aminopeptidases présentes dans le RE, ERAP1 et 2, 
sont également responsables de la maturation N-terminale d’antigènes (260). Parmi 
ces aminopeptidases, TPPII fait partie de la famille des sérine peptidases et LAP, 
PSA, ERAP1 et ERAP2 appartiennent à celle des métallopeptidases, deux familles 
que nous avons identifiées comme impliquées dans la production du peptide 
antigénique. Il serait donc nécessaire de déterminer si l’une de ces aminopeptidases 
est responsable du clivage N-terminal du peptide NYKRCFPVI143-151. Ceci devrait 
être facilité par les différentes techniques mises au point dans cette étude. En effet, 
l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques, de siRNA ainsi que la digestion de précurseurs 
peptidiques avec la protéase recombinante d’intérêt devrait permettre de mettre en 
évidence la peptidase impliquée. 
Notre travail a également démontré que la formation de l’extrémité C-terminale de 
l’antigène dérivé de MAGE-A4 était également indépendante du protéasome. Ce 
clivage devrait également dépendre d’une protéase alternative. Aujourd’hui, la sérine 
peptidase TPPII (252), ainsi que les métalloendopeptidases IDE (299), TOP et 
nardylisine (302) sont les seules peptidases décrites comme capables de réaliser le 
clivage carboxyterminal libérant un peptide antigénique. Dans un premier temps, il 
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Figure 28. shRNA against TPPII in LB-831 cell line. (A) The expression of the serine protease TPPII in LB-831 BLC was 
tested by western blot after shRNA infection against TPPII. (B) Tumor lysates obtained from TPPII shRNA infected LB831-BLC 
cells were tested for there TPPII-like and chemotryptic-like activity by in vitro digestion of the fluorogenic peptides AAF-AMC and 
suc-LLVY-AMC respectively (C) TPPII shRNA infected LB831-BLC cells were were evaluated for epitope presentation to specific 
CTL clone 13. Activation of T cells was determined by IFNγ release assay. Cells were pulsed with the epitope to serve as control. 
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dans la formation de notre peptide. En effet, même si la capacité de TPPII à produire 
un peptide antigénique de manière complètement indépendante reste un sujet de 
controverse (voir Chapitre 8.2.1 de l’introduction), la diminution de la présentation de 
l’épitope NYKRCFPVI143-151 en surface du carcinome de vessie LB-831 suite à un 
traitement à l’AAF-CMK suggère que TPPII pourrait être impliquée dans un des deux 
clivages permettant sa formation (Article 2, Figure 6). Afin de confirmer le rôle de 
TPPII dans l’apprêtement du peptide antigénique, nous avons infecté la lignée LB-
831 avec un shRNA contre TPPII. Trois clones correspondant à 3 protocoles 
d’infection et montrant une forte diminution de l’expression de la protéase ont été 
sélectionnés et testés d’une part pour leur activité TPPII-like et chymotrypsin-like et 
d’autre part pour leur capacité à activer le CTL 13. Les résultats préliminaires 
présentés à la Figure 28 montrent que la diminution de l’expression de TPPII dans 
les différentes lignées induit une diminution de l’activité TPPII-like mais également 
une perturbation de l’activité chymotryptique. En effet, cette dernière augmente dans 
deux des clones sélectionnés. De plus, il semble que la diminution de l’expression de 
TPPII dans ces clones ne soit pas directement liée avec une diminution de 
l’apprêtement du peptide NYKRCFPVI143-151. Ces résultats devraient être confirmés 
et approfondis afin de définitivement exclure TPPII de l’apprêtement de l’antigène.  
Dans un second temps, l’ensemble des membres de la famille des métallopeptidases 
préalablement décrites dans l’apprêtement antigénique devrait également être étudié 
via les techniques mentionnées ci-dessus. Des résultats préliminaires montrent que 
l’utilisation de siRNA dans la lignée LB-831 contre certaines de ces protéases induit 
une forte diminution de leur expression. Diverses mises au point de transfection de 
siRNA ont en effet permis de fortement diminuer l’expression de la 
métalloaminopeptidase du RE ERAP1, ainsi que l’expression des 
métalloendopeptidases cytosoliques neurolysine et nardylisine. Cependant, jusqu’à 
présent, nous n’avons pu mettre en évidence un quelconque effet de ces diminutions 
d’expression sur l’apprêtement de l’antigène. Le rôle des aminopeptidases 
cytosoliques LAP, BH et PSA ainsi que celui de la métalloaminopeptidase du RE 
ERAP 2, devraient également être testés.  
L’utilisation de cette technique devrait donc être poursuivie, notamment en utilisant 




Figure X. Maintien de l’activitée protéolitique des fractions dérivée du  
lysat de LB-831. Tableau supérieur: Un lysat total de la lignée de 
carcinome de vessie LB-831 a été fractioné sur une colonne échan-
geuse d’anion Mono Q (5/50). Les fractions obtenues ont été testée 
pour leur capacité à produire l’épitope après incubation de 60 min avec 
le précurseur peptidique ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156 et un test 
d’activation du CTL VEST. Tableau inférieur: 125 µl des fractions 4, 5 et 
6 originaires de l’échangeuse d’anion ont été mixées et séparées par 
filtration sur gel sur une colone sépareuse de taile (superose 6). Les 
fractions obtenues ont encore une fois été testées pour leurs capacités 
à produire l’épitope par un test d’activation du CTL VEST après incuba-
tion de 60 min avec le précurseur peptidique 
ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156.
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Figure 29. Maintien de l’activité 
protéolytique des fractions dérivées du  
lysat de LB-831. Tableau supérieur: Un lysat 
total de la lignée de carcinome de vessie LB-
831 a été fractionné sur une colonne 
échangeuse d’anion Mono Q (5/50). Les 
fractions obtenues ont été testées pour leur 
capacité à produire l’épitope après incubation 
de 60 min avec le précurseur peptidique 
ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156. Les 
digestats ont ensuite été testés pour leur 
capacité à activer le CTL 13. Tableau 
inférieur: 125 µl des fractions 4, 5 et 6 
originaires de l’échangeuse d’anion ont été 
mélangées et séparées par filtration sur gel 
sur une colonne séparatrice de taille 
(superose 6). Les fractions obtenues ont 
encore une fois été testées pour leur capacité 
à produire l’épitope à partir du précurseur 
ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-156. Les 
digestats ont ensuite été testés pour leur 
capacité à activer le CTL 13. 
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est en effet possible que plusieurs protéases aient des activités catalytiques 
redondantes et que l’inhibition de chaque protéase séparément ne permette pas 
d’évaluer son rôle dans la présentation du peptide. Enfin, si aucun des candidats 
potentiels mentionnés ci-dessus ne devait être identifié par ces techniques, la mise 
en évidence de la protéase responsable de l’apprêtement pourra se faire par 
spectrométrie de masse. La technique consiste à séparer par HPLC les composant 
d’un lysat de cellules tumorale afin d’obtenir la fraction la plus pure possible pour la 
protéase d’intérêt. Ceci devrait être facilité par le passage du lysat tumoral sur des 
colonnes de purification successives. Les fractions seront alors testées pour leur 
capacité à libérer le peptide antigénique à partir du précurseur peptidique plus long. 
Ceci peut-être vérifié en analysant le digestat au spectromètre de masse ou en 
testant la capacité qu’ont ces fractions à activer le CTL. Nous avons commencé à 
tester ce type de technique en incubant le précurseur ERVIKNYKRXFPVIFGKAS138-
156 avec des fractions de lysats tumoraux obtenues suite à deux passages sur des 
colonnes de purification différentes. Ces digestats ont ensuite été pulsés sur des 
cellules présentatrices exprimant le HLA-A24. Les cellules pulsées ont ensuite été 
testées pour la capacité à activer le CTL 13 (Figure 29). Les fractions positives ont 
été analysées par MS/MS afin de déterminer les protéases (sérines et métallo-) 
qu’elles contiennent. Cependant, à ce stade du travail, la quantité de candidats 
obtenus s’avère beaucoup trop importante que pour tirer des conclusions quant aux 
candidats à tester et il faudra donc tenter d’affiner les techniques de séparation afin 
de diminuer le nombre de candidats repris dans l’analyse. Les candidats potentiels 
seront alors inhibés et testés comme préalablement (inhibiteurs spécifiques et 
siRNA) afin de confirmer leur rôle dans l’apprêtement de l’antigène. 
Chaque année on estime que 429 000 nouveaux cas de carcinomes de vessie sont 
diagnostiqués et que ceux-ci induisent plus de 165 000 morts par an. Rien qu’aux 
Etats-Unis, approximativement 74 000 nouveaux cas ont été enregistrés en 2014 
(320). Il est donc capital de développer de nouveaux outils thérapeutiques contre ce 
type de cancer. Dans la 2ième partie de notre thèse, nous avons décrit l’apprêtement 
non-conventionnel de l’antigène NYKRCFPVI143-151 dérivé de MAGE-A4 et présenté 
par HLA-A24 à la surface d’un carcinome de vessie (318). Comme nous l’avons vu 
dans le chapitre 2.2. de l’introduction, les gènes MAGE sont d’excellents candidats 
pour l’immunothérapie anti-cancéreuse de par leur expression restreinte aux cellules  
  
178 
tumorales (20, 321). Si la protéase impliquée dans la formation de l’épitope est 
identifiée, l’utilisation pour des vaccins anti-tumoraux du peptide antigénique décrit 







3. Antigènes tumoraux et immunothérapie en 2015 
 
Durant les trois dernières décennies, de nombreux efforts ont été faits dans le but de 
limiter le développement tumoral en initiant ou en améliorant la réponse immunitaire 
du patient. En effet, l’immunothérapie anticancéreuse est devenue une réalité 
clinique (320, 322) et un nombre croissant de patients sont susceptibles de recevoir 
un traitement immunothérapeutique durant l’évolution de leur maladie (323, 324). 
Ces nombreuses recherches ont permis le développement d’études cliniques et la 
mise sur le marché d’un nombre croissant de nouvelles molécules 
immunothérapeutiques (Figure 30). Pour illustrer ces avancées, le succès clinique 
des immunothérapies anti-cancéreuses a été mis en lumière par les éditeurs du 
magazine Sciences qui les ont désignées comme « the Breakthrough of the year » 
en 2013 (325).  
Dans cette fin de manuscrit, nous voulions brièvement décrire ces nouveaux outils 
anti-tumoraux afin de remettre notre travail dans le contexte d’une perspective 
thérapeutique. 
Les immunothérapies anti-cancéreuses sont en générale dites « passives » ou 
« actives » en fonction de leur capacité à (ré)activer le système immunitaire du 
patient contre ses cellules malignes (326) (Figure 31). Il faut cependant nuancer 
cette classification car, comme nous le verrons ci-dessous, de plus en plus d’indices 
suggèrent que les immunothérapies dites « passives » sont en réalité capables 
d’engendrer une activation du système immunitaire de l’hôte.  
Les thérapies dites passives concernent principalement l’utilisation d’anticorps 
monoclonaux contre les tumeurs et des techniques consistant dans le transfert 
adoptif de cellules T. L’utilisation des anticorps monoclonaux ciblant les tumeurs est 
un des traitements les plus anciens et les mieux caractérisés parmi les  
immunothérapies anti-tumorales. Brièvement, ces anticorps peuvent (1) cibler les 
fonctions de signalisation des récepteurs présents à la surface des lignées tumorales 
(2) lier et neutraliser les signaux trophiques produits par les cellules tumorales et (3) 
reconnaitre sélectivement les cellules cancéreuses via leurs antigènes tumoraux 
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Figure 30. Immunothérapies anticancéreuses actuellement approuvées par les agences de régulation à 
travers le monde. Abbreviations: ACPP, acid phosphatase, prostate; BiTE, Bispecific T-cell engager; CTLA4, 
cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4; EGFR, epidermal growth factor receptor; EPCAM, epithelial cell 
adhesion molecule; HPV, human papillomavirus; IL, interleukin; IKZF, IKAROS family zinc finger; KDR, kinase 
insert domain receptor; mAb, monoclonal antibody; MMAE, monomethyl auristatin E; NOD2, nucleotide-binding 
oligomerization domain containing 2; PDCD1, programmed cell death 1; PRR, pattern recognition receptor; 
RANKL, Receptor activator of NF-κB ligand; TLR, Toll-like receptor; VEGFA, vascular endothelial growth factor A. 






Figure 31. Principales stratégies immunothérapeutiques anti-tumorales (Modifié d’après Karolina Palucka & 
Jacques Banchereau Nature Reviews Cancer 12, 265-277 (April 2012) ; Restifo et al. Nat Rev Immunol. 2012 




repose sur une variante particulière d’immunothérapie anti-cancéreuse cellulaire qui 
consiste généralement en la collecte de TIL (tumor infiltrating lymphocytes) et leur 
sélection / modification / expansion / activation ex vivo et administration au patient, le 
plus souvent après un conditionnement lymphodéplétant (329, 330).  
Les immunothérapies dites « actives » sont quant à elles composées de vaccins anti-
tumoraux et d’inhibiteurs des différents points de contrôles immunitaires qui exercent 
leurs activités anti-cancéreuses via l’activation du système immunitaire de l’hôte.  
Les thérapies ayant pour but la vaccination anti-tumorale utilisent deux moyens 
principaux. Le premier est l’immunothérapie basée sur les cellules dendritiques (DC). 
Il s’agit dans ce cas d’isoler des monocytes du patient ou d’un donneur, de les 
amplifier et de les différencier ex vivo avec des agents favorisant la maturation des 
DC. Ces DC peuvent être amenées à exprimer des antigènes tumoraux de 
différentes manières : notamment après incubation en présence de peptides, de 
protéines, de lysat tumorale ou encore après transfection avec de l’ADN 
recombinant,… Ces DC peuvent alors être réintroduite chez le patient (331). La 
seconde famille des thérapies de vaccinations utilise des vaccins anti-cancéreux à 
base de peptides ou d’ADN. Dans ce cas, de l’ADN codant pour des antigènes 
tumoraux ou des peptides antigéniques synthétiques sont directement administrés 
chez le patient la plupart du temps en présence d’adjuvants immuno-stimulateurs. 
L’objectif de cette technique est que les cellules présentatrices d’antigènes du patient 
acquièrent la capacité de présenter des antigènes tumoraux afin de booster une 
réponse immunitaire spécifique contre ces derniers (332, 333). 
Les modulateurs ou inhibiteurs de points de contrôle immunitaire sont la deuxième 
branche des thérapies dites « actives ». Les plus célèbres d’entre eux sont 
certainement les anticorps monoclonaux ciblant des composés solubles ou 
cellulaires permettant de réinstaurer une réponse anti-tumorale. Ceci est possible 
grâce à quatre stratégies générales : (1) l’inhibition de récepteur 
immunosuppresseurs exprimés par les lymphocytes T tel que CTLA-4 et PD-1 ou sur 
les NK via les membres des protéines KIR, (2)  l’inhibition des principaux ligands de 
ces récepteurs tel que CD274 (PDL-1) pour PD1, (3) l’activation de récepteurs de co-
stimulations exprimés à la surface des cellules immunitaires effectrices (TNFRSF4, 
récepteur anti-apoptotique), (4) la neutralisation de facteurs immunosuppressifs 
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présents dans le microenvironnement tumoral tel que le TGFβ1 (334). La première 
de ces approches qui est couramment appelé « checkpoint blockade » (« blocage de 
points de contrôle ») a permis d’obtenir des réponses significatives et durables chez 
des patients atteints de diverses tumeurs solides. L’anticorps anti CTLA-4 Ipilimumab 
est approuvé depuis 2011 par FDA pour le traitement des mélanomes métastatiques. 
Plus récemment, les anticorps anti-PD1 ont été approuvés dans les mélanomes 
métastatiques et dans les cancers pulmonaires métastatiques. 
D’autres molécules immunomodulatrices sont également en cours de 
développement. Notons dans un premier temps l’utilisation de molécules 
recombinantes  des cytokines IFNα et de l’IL-2 dans le traitement de certains 
cancers particulièrement sensibles à l’immunothérapie (335, 336). Il existe 
également les inhibiteurs du métabolisme immunosuppressif tel que des inhibiteurs 
d’IDO (indoléamine 2,3-dioxygénase). Cette enzyme favorise un environnement 
immunosuppressif en déplétant le tryptophane dans le microenvironnement tumoral 
et en libérant des métabolites qui inhibent la prolifération et l’activation des cellules T 
(337). Enfin, la galectine-3 joue un rôle essentiel dans la régulation négative des 
récepteurs des cellules T en perturbant la mobilité du récepteur TCR (338). Le 
développement de molécules inhibant son activité permet en effet d’améliorer 
l’activation de cellules T CD8+ anergiques (339, 340).  
 
Il est capital de souligner l’importance de l’identification ainsi que la compréhension 
de l’apprêtement des antigènes tumoraux dans le développement d’immunothérapies 
anticancéreuses. Ceci pour plusieurs raisons. La première est que nombre des 
thérapies mentionnées ci-dessus, telles que le transfert adoptif de cellules T et 
surtout la vaccination anti-tumorale, ciblent les antigènes tumoraux. La seconde 
raison est la suivante. Bien que le développement d’anticorps activant les cellules T 
ainsi que le transfert des cellules T anti-tumorales ait montré des résultats plus 
qu’encourageant dans le traitement de nombreux patients (5, 6), ces deux thérapies 
ont également mené au développement de réactions auto-immunitaires sévères et 
parfois fatales (323-327). En effet, ces thérapies engendrent des effets secondaires 
suite au développement de réactions auto-immunitaires liées à une rupture de 
tolérance vis-à-vis des antigènes présentés par les tissus sains. La vaccination anti-
cancéreuse spécifique des antigènes tumoraux visant à réactiver des CTL dans le 
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sang du patient apparaît comme une méthode nettement plus sûre. Ceci parce que 
la vaccination vise à activer spécifiquement les lymphocytes T anti-tumoraux déjà 
présents chez l’hôte. Ensuite parce que ces cellules T ciblées par le vaccin ont subit 
la sélection thymique, ce qui, en principe, devrait fortement diminuer le 
développement de réponses auto-immunes contre des antigènes du soi exprimés 
par les tissus sains (341). Il naturellement nécessaire de s’assurer que les antigènes 
ciblés par le vaccin sont suffisamment spécifiques des tumeurs. Ces catégories 
d’antigènes sont les antigènes mutés ou les antigènes de type MAGE dont le profil 
d’expression est restreint aux cellules tumorales. De fait, aucun effet secondaire ne 
fut observé chez des patients vaccinés avec un peptide, une protéine complète ou un 
virus contenant des antigènes dérivés de MAGE-1 ou MAGE-3 (328, 330), même 
chez des patients où une réponse au vaccin a été observée. 
La troisième raison pour laquelle la vaccination contre des antigènes tumoraux 
devrait être un outil de choix dans l’immunothérapie anti-cancéreuse est que, 
contrairement à ce qu’on pensait à l’origine, elle semble capable d’induire une 
réponse globale du système immunitaire face aux tumeurs. En effet, différentes 
études ont montré que, après vaccination, le faible nombre de patients qui 
répondaient au vaccin avaient un enrichissement considérable de CTL anti-tumoraux 
préexistants. De manière intéressante, on a détecté dans les métastases de ces 
patients des CTL ciblant de nouveaux antigènes tumoraux. Ceci implique que la 
vaccination contre un faible nombre d’antigènes permettrait l’initiation et la 
réactivation d’une réponse lymphocytaire plus large contre des antigènes tumoraux 
initialement non liés au vaccin (331-333). Ce phénomène appelé « epitope 
spreading » (« diffusion d’épitopes »)  serait possible grâce à plusieurs phases 
séquentielles. (a) La vaccination permettrait la réactivation de lymphocytes T 
cytolytiques et la destruction de leurs cibles tumorales. Ceci permettrait le relarguage 
d’antigènes par les cellules tumorales lysées et leur présentation par des cellules 
présentatrices d’antigènes (b) De plus, ces CTL activés produiraient des cytokines 
pro-inflammatoires dans le microenvironnement tumoral immunosuppressif. (3) Ceci 
permettrait d’activer à leur tour certains CTL anergiques présents et d’engendrer une 
cascade permettant de réactiver l’ensemble des membres du système immunitaire 
impliqués dans la réponse anti-tumorale (22, 335, 341).   
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Les principales conséquences de ce principe sont que, même si l’antigène utilisé 
dans la vaccination n’est pas exprimé par l’ensemble des cellules tumorales, la 
diversification des cibles des CTL nouvellement activés suite au phénomène d’ 
« epitope spreading », devrait permettre une réponse plus généralisée contre les 
tumeurs. Ce principe de réponse contre une multitude d’antigènes présente 
également l’avantage de permettre une réponse immunitaire stable même en 
présence de variants cellulaires capable de diminuer l’expression d’un antigène. En 
effet, parmi l’arsenal des mécanismes d’échappement au système immunitaire, 
l’apparition de cellules tumorales sous-exprimant leurs antigènes tumoraux 
(« antigen-loss variant ») est une caractéristique répandue lors de l’évolution de la 
maladie (334, 336). 
Cette perte d’antigène peut résulter de modifications génétiques qui vont affecter une 
des protéines impliquées dans la voie d’apprêtement CMH de classe I. Un exemple 
classique est la diminution de l’expression du transporteur TAP ou de la tapasine qui 
a été observée dans différents types de cancers et qui affecte l’apprêtement et la 
présentation d’un grand nombre de peptides antigéniques. De plus, des cytokines 
telles que l’IFNγ, produites par les lymphocytes T ou les cellules NK peuvent 
également modifier le répertoire peptidique exprimé par les tumeurs environnantes. 
En effet, même si l’IFNγ, augmente la présentation d’un certain nombre de peptides 
antigéniques en augmentant l’expression des chaînes lourdes HLA de classe I, de 
β2m, TAP ou de la tapasine, il diminue également la présentation des peptides 
apprêtés préférentiellement par le protéasome standard en induisant l’expression 
des sous-unités de l’immunoprotéasome (162-164). En effet, on peut imaginer que 
durant la phase initiale de l’infiltration tumoral par les lymphocytes T, ceux-ci 
attaquent les cellules tumorales en reconnaissant des antigènes principalement 
apprêté par le protéasome standard ou les protéasomes intermédiaires qui sont les 
protéasomes exprimés à l’état basal par les tumeurs. Cependant, 
l’IFNγ produit par ces cellules activées, et peut-être d’autres cellules du stroma 
tumoral, pourrait entraîner une modification du type de protéasome exprimé par les 
cellules tumorales en induisant l’expression de l’immunoprotéasome. Cette 
modification du contenu des tumeurs en protéasome a pour effet de modifier le 
répertoire de peptides exprimé par les tumeurs et induire une diminution de 
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l’apprêtement des antigènes contre lesquels la réponse immunitaire avait été initiée à 
l’origine. 
Des peptides produits indépendamment du protéasome par des protéases 
alternatives pourraient donc représenter des cibles de choix pour l’immunothérapie 
du cancer si l’expression des protéases impliquées dans leur apprêtement n’était pas 
modifiée suite à des changements dans l’environnement tumoral, comme par 
exemple en présence d’IFNγ à proximité de la tumeur. Le cas du peptide 
NYKRCFPVI dérivé de MAGE-A4 est un peu particulier dans ce sens. En effet si ce 
peptide n’est pas produit par le protéasome mais par une protéase alternative, son 
expression n’en est pas moins affectée spécifiquement par la présence de 
protéasome standard qui dégrade le peptide.  
Une autre perspective qui permettrait de surmonter le phénomène de perte 
d’antigènes par les cellules tumorales est le développement des vaccins 
anticancéreux capable d’induire l’activation de cellules T contre une large variété 
d’antigènes. L’identification de nouveaux antigènes anti-tumoraux et l’étude des 
mécanismes impliqués dans la production de ces antigènes sont donc importants 
afin d’optimiser les vaccins immunothérapeutiques.  
Pour conclure, le blocage de points de contrôle immunitaire ou l’inhibition de facteurs 
immunosuppressifs du microenvironnement tumoral sont certainement des 
approches d’avenir pour le traitement du cancer. Cependant, un blocage global du 
retro-contrôle immunitaire augmenterait significativement le risque de briser la 
tolérance au soi et d’induire de fortes réponses auto-immunitaires (337). De même, 
une activation non spécifique et généralisée du système immunitaire risque 
d’engendrer une inflammation systémique. La solution semble donc d’arriver à 
obtenir un équilibre entre la réactivation du système immunitaire qui permettrait de 
surmonter l’environnement immunosuppressif tumoral tout en gardant une réponse 
contrôlée face aux tissus sains de l’hôte. Nous pensons que le blocage transitoire et 
local des facteurs immunosuppresseurs au niveau des tumeurs et non de manière 
systémique ainsi que l’utilisation de stratégies qui favorisent une réponse immunitaire 
ciblée spécifique des tumeurs devraient permettre d’atteindre cet objectif. Une 
approche objective serait d’utiliser des vaccins anti-tumoraux en combinaison avec 
une déplétion transitoire de cellules immunosuppressives ou avec le blocage local de 
  
188 
points de contrôles immunitaires tel que des inhibiteurs de voies 
immunosuppressives des cellules T. L’identification et la compréhension des 
mécanismes d’apprêtement d’antigènes tumoraux restent donc aujourd’hui un 
domaine de prédilection pour le développement de nouvelles stratégies de 
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A Spliced Antigenic Peptide Comprising a Single Spliced
Amino Acid Is Produced in the Proteasome by Reverse
Splicing of a Longer Peptide Fragment followed by Trimming
Alexandre Michaux,*,†,‡,1 Pierre Larrieu,*,†,‡,1 Vincent Stroobant,*,†,‡
Jean-Franc¸ois Fonteneau,x,{,‖ Francine Jotereau,x,{,‖ Benoıˆt J. Van den Eynde,*,†,‡
Agne`s Moreau-Aubry,x,{,‖,2 and Nathalie Vigneron*,†,‡,2
Peptide splicing is a novel mechanism of production of peptides relying on the proteasome and involving the linkage of fragments
originally distant in the parental protein. Peptides produced by splicing can be presented on class I molecules of the MHC and
recognized by CTLs. In this study, we describe a new antigenic peptide, which is presented by HLA-A3 and comprises two non-
contiguous fragments of the melanoma differentiation Ag gp100PMEL17 spliced together in the reverse order to that in which they
appear in the parental protein. Contrary to the previously described spliced peptides, which are produced by the association of
fragments of 3–6 aa, the peptide described in this work results from the ultimate association of an 8-aa fragment with a single
arginine residue. As described before, peptide splicing takes place in the proteasome by transpeptidation involving an acyl-enzyme
intermediate linking one of the peptide fragment to a catalytic subunit of the proteasome. Interestingly, we observe that the
peptide causing the nucleophilic attack on the acyl-enzyme intermediate must be at least 3 aa long to give rise to a spliced peptide.
The spliced peptide produced from this reaction therefore bears an extended C terminus that needs to be further trimmed to
produce the final antigenic peptide. We show that the proteasome is able to perform the final trimming step required to produce
the antigenic peptide described in this work. The Journal of Immunology, 2014, 192: 1962–1971.
C
ytotoxic T lymphocytes are major players of the antitumor
response, as they are involved in the detection and clear-
ance of tumor cells. These CTL generally recognize peptides
of 8–10 aa that are derived from the degradation of cellular pro-
teins and are presented at the cell surface by class I molecules of
the MHC. A number of antitumor CTL were successfully expanded
in vitro by culturing blood or tumor-infiltrating lymphocytes with
autologous tumor cells or dendritic cells loaded with peptide or
full-length proteins [reviewed in (1)]. Peptides recognized by these
CTL were classified in four categories according to the expression
profile of their parental gene (2, 3) (http://www.cancerimmunity.
org/peptide/). The cancer germline genes, which include the mela-
noma Ag gene family, are expressed in a large variety of tumors
but not in normal tissues, except the male germline cells (4, 5).
Differentiation Ags such as tyrosinase, gp100PMEL17, or Melan-A/
MART-1 are derived from genes displaying a tissue-restricted ex-
pression and are therefore expressed in corresponding tumors (6–
11). Peptides also arise from point mutations (12–14) or genes that
are overexpressed in tumors (15, 16).
Whereas most antigenic peptides result from the degradation of
intracellular proteins by the proteasome, a number of peptides were
described whose sequence does not correspond to that predicted
from the parental gene or protein. Such peptides were found to
arise from pseudogenes (17), from aberrant transcription of intronic
or reverse-strand sequences (18, 19), and from the translation of
alternative open-reading frames (20) or posttranslational mod-
ifications such as threonine/serine phosphorylation (21) or aspar-
agine deamidation (22, 23) [reviewed in (2)]. More recently, we
and others described peptides composed of two noncontiguous
fragments of a protein that are bound together after the excision
of their intervening segment. This process, termed peptide splic-
ing, takes place as a side effect of proteolysis inside the catalytic
chamber of the proteasome. Four spliced peptides were described
to date. A first peptide, identified by Hanada et al. (24), is derived
from the fibroblast growth factor-5 (FGF-5) and presented by the
HLA-A3. It originates from the splicing of fragments NTYAS and
PRFK, which are separated by 40 residues inside the parental FGF-5
sequence. A second peptide, encoded by the melanoma differentia-
tion Ag gp100PMEL17 is made by the association of fragments RTK
and QLYPEW, which are distant of 4 aa in the parent protein (25).
The two other spliced peptides described were produced by re-
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verse splicing, that is, splicing of peptide fragments in the reverse
order to that in which they appear in the parental protein (26, 27).
One of them is a minor histocompatibility Ag created by a poly-
morphism in the SP110 nuclear phosphoprotein gene and made
after splicing of peptide segments STPK and SLPRGT to create
the antigenic peptide SLPRGTSTPK (27). The fourth antigenic
peptide, which is presented by HLA-A24, is produced by reverse
splicing of the two tyrosinase fragments ADFSF and IYMDGT.
Additionally, this peptide also displays two posttranslational modi-
fications based on the conversion of two asparagine residues into
aspartates by deamidation (26).
We showed that those four peptides are spliced inside the cat-
alytic chamber of the proteasome by transpeptidation. Our model
suggests that acyl-enzyme intermediates produced in the course of
normal proteolysis can be the target of a nucleophilic attack by the
N-terminal amine of a peptide fragment present in the catalytic
chamber of proteasome. By outcompeting the hydrolysis process,
this reaction leads to the production of a new peptide composed of
two noncontiguous fragments of a protein (25–28).
In this study, we describe a fifth example of antigenic peptide
produced by peptide splicing in the proteasome. This peptide is
derived from the gp100PMEL17 protein, presented by HLA-A*0301
and recognized by a tumor-infiltrating lymphocyte isolated from a
melanoma patient. Contrary to the previously described spliced
peptides, this 9-aa peptide results from the association of an 8-aa
peptide fragment with a single arginine residue. We provide a de-
tailed analysis of the different steps required for the production of
this antigenic peptide.
Materials and Methods
Cell lines and tumor-infiltrating CTL
Part of a surgically excised cutaneous metastasis of patient M45 (HLA-A3,
B7, B44, Cw5, Cw7) was used to establish the autologous melanoma cell line
M45. This cell line was cultured in IMDM (Life Technologies, Carlsbad, CA)
containing 10% FBS (Thermo Scientific). Another portion of the tumor was
cultured in the presence of rIL-2 (R&D Systems, Minneapolis, MN), as
described previously (29), to allow outgrowth of tumor-infiltrating T cells.
This tumor-infiltrating T cell population was cloned under limiting dilution
conditions, and stable antitumor CTL clones were selected and expanded
by stimulation every 14 d with 1 mg/ml PHA (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO), using irradiated (100 Gy) allogeneic PBMCs and Epstein-Barr–
transformed B cells (CAN-EBV, a gift of Dr. E. Warren, Fred Hutchinson
Cancer Rresearch Center, Washington University, Seattle, WA). CTL were
cultured in IMDM containing 10% human serum (CTL medium), rIL-2
(150 U/ml), and IDO inhibitor 1-methyl-L-tryptophan (200 mM; Sigma-
Aldrich) (30). Melanoma cell lines M17, M88, and M110 were obtained
from other tumors, as described above for M45 (F. Jotereau, unpublished
observation). Melanoma cell lines were established in the GMP Unit of
Cellular Therapy and in our laboratory from lymph node metastases and
belong to the Biocollection PCU892-NL (Centre Hospitalier Universitaire
Nantes). The Beurret cell line was obtained from J. F. Dore´ (INSERM
U218, Lyon, France). CAN-EBV B cells were cultured in IMDM sup-
plemented with 10% FBS. COS-7 cells were cultured in DMEM (Life
Technologies) supplemented with 10% FBS. Wehi 164 cl13 cells were
cultured in RPMI 1640 medium (Life Technologies) supplemented with
5% FBS. All culture media were supplemented with L-arginine (116 mg/l),
L-aspargine (36 mg/l), L-glutamine (216 mg/l), penicillin (100 U/ml), and
streptomycin (100 mg/ml).
Cytotoxicity assays
Standard chromium release assays were performed, as previously de-
scribed (29), by incubating Na51CrO4-labeled (Perkin Elmer, Waltham,
MA) target cells with the CTL at an E:T ratio of 10:1. After 4 h of
incubation at 37˚C, 25 mL supernatant was collected and added to 100 mL
optiphase supermix mixture (Perkin Elmer) before gamma counting.
The percentage specific lysis was calculated as follows: (sample release 2
spontaneous release)/(maximum release 2 spontaneous release) 3 100.
The spontaneous release was obtained from targets incubated with me-
dium, and the maximum release from targets incubated with medium
containing 1% Triton X-100.
RT-PCR
RT-PCR was carried out as previously described (31). Briefly, total RNA
from melanoma cell lines was extracted using the NucleoSpin RNAII
kit (Macherey-Nagel, Dueren, Germany) and reverse transcribed using
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase under conditions
specified in the kit manual (Life Technologies). cDNA samples were
amplified (21 cycles of 1 min at 94˚C, 1 min at 64˚C, and 1 min at 72˚C)
using gp100 primers 59-AGTTCTAGGGGGCCCAGTGTCT-39 and 59-GG-
GCCAGGCTCCAGGTAAGTAT-39. Aliquots of PCR products were size
fractionated on agarose gels, and amplification products were visualized
using ethidium bromide.
Transfection of COS-7 cells
Transfection into COS-7 cells was performed using the diethylaminoethyl-
dextran-chloroquine method, as described (32). In brief, 2.5 3 103 (1.5 3
104 in Fig. 4) COS-7 cells were cotransfected with 200 ng HLA-A*0301
cDNA (50 ng in Fig. 4) and 200 ng gp100-derived constructs (50 ng in Fig.
4). After 24 h, transfected cells were tested for their ability to stimulate
TNF release by CTL M45-3B. Briefly, 1.5 3 104 CTL were added to the
transfected cells in 200 ml CTL medium containing rIL-2 (25 U/ml).
Coculture supernatant was collected after 16 h, and their TNF content
was measured by testing their cytotoxicity on WEHI 164 clone 13 in a
colorimetric assay (9, 33, 34) or by ELISA for TNF-a (Fig. 4) (Life
Technologies).
The gp100-derived constructs used for transfection were designed as
follows. The cDNA encoding HLA-A*0301 was cloned between the BstXI
and NotI sites of pcDNA3. In Fig. 1B, a cDNA spanning the first 2009 bp
of the published (35) gp100 cDNA sequence (extending 1985 bp beyond
the initiation codon up to the ScaI site) was subcloned between the EcoRI
and NotI sites of pcDNA3 (Life Technologies). Various deletion mutants
were obtained after digestion and religation of the gp100 sequence into
pcDNA3 using ApaI (gp1001–164) or KpnI (gp100385–654). Other truncated
variants were generated by PCR amplification using the following couples
of primers: 59-gaattcggagggaagAACACAATGG-39 and 59- tctagaTCAG-
TCAGTAATGGTGAAGGC-39, 59-ggaattcGCCACCATGGAAGTGACT-
G-39 and 59-tctagaTCAGACCTGCTGCCC-39, and 59-ggaattcGCCAC-
CATGGAAGTGACTG-39 and 59-tctagaTCAGTCAGTAATGGTGAAG-
GC-39 to produce the subgenic gp100 fragments encoding gp1001–211,
gp100184–654, and gp100184–211, respectively. Each forward primer con-
tains an EcoRI restriction site (underlined), the consensus kozak sequence
(italic), and ATG internal sequence codon (bold). The reverse primers all
contain a XbaI restriction site (underlined) and a stop codon (bold). These
truncated cDNA fragments were all cloned into pcDNA3.
Site-directed mutagenesis
In Figs. 2A and 4, site-directed mutagenesis was carried out on the
gp100184–211 minigene using the QuikChange Site-Directed Mutagenesis
kit (Stratagene, La Jolla, CA) and the primers listed in Table I.
Peptide electroporation
A total of 2 3 106 HLA-A*0301+ CAN-EBV B cells was electroporated,
as previously described (25), in 0.4-cm cuvettes using 400 ml electro-
poration buffer (K2HPO4/KH2PO4 [10 mM; pH 7.5], MgCl2 [1 mM], su-
crose [250 mM]) and 100 mM peptide. Electroporation was performed
using a Genepulser Xcell electroporator (Bio-Rad, Hercules, CA) func-
tioning in square wave mode with 10 pulses of 0.1 ms at 480 V separated
by 1-s intervals. Cells were diluted to a peptide concentration of 6.7 mM
and incubated for 4 h in culture medium. Cells were washed and tested for
their ability to activate IFN-g production by CTL M45-3B, as follows: 53
104 electroporated CAN-EBV B cells were incubated overnight in a
96-well plate with 2.5 3 104 CTL. As a control, electroporated cells were
loaded with antigenic peptide (2 mg/ml) for 1 h and washed. The pro-
duction of IFN-g was measured by ELISA after an overnight incubation or
by FACS staining, as previously described (36).
Peptide synthesis and recognition assay
Peptides were synthesized on solid phase using conventional fluorenyl-
methoxycarbonyl chemistry, purified by reverse-phase HPLC to .95% pu-
rity, and characterized by mass spectrometry. The lyophilized peptides
were dissolved at 20 mg/ml in DMSO and stored at 220˚C. Peptides were
loaded onto 5 3 104 HLA-A*0301+ CAN-EBV B cells at the indicated
concentration (1 h at 37˚C) before addition of the CTL M45-3B (15 3 103
cells/well). IFN-g release was determined by ELISA (Life Technologies)
after 16 h of coincubation.
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Isolation and fractionation of MHC-bound peptides present on
melanoma cells
Peptides were acid eluted from immunopurifiedHLA class I molecules from
4.4 3 109 M45 melanoma cells, as described previously (25). Peptides
were further fractionated by HPLC after injection on a 4.1 3 150-mm
ACE Phenyl (Advanced Chromatography Technologies, Aberdeen, U.K.)
at a flow rate of 0.9 ml/min with an elution gradient of 4–7% acetonitrile/
0.1% formic acid (v/v) over 3 min, followed by 7–18% acetonitrile/0.1%
formic acid over 30 min. Lyophilized fractions were resuspended in 20 ml
water, diluted in 80 ml X-vivo 10 medium (Life Technologies), and loaded
in duplicate onto 5 3 104 HLA-A3+ CAN-EBV B cells before addition of
CTL M45-3B. The IFN-g released in the supernatants was measured by
ELISA (Life Technologies) after an overnight coculture.
HPLC and mass spectrometry
Samples were separated by reverse-phase chromatography on a PepMap
C18 0.3/15 column (LC Packings, Sunnyvale, CA) and eluted using a 35-
min linear gradient of acetonitrile in water (5–50%) containing 0.05%
trifluoroacetic acid with a flow rate of 4 ml/min. Mass spectrometry
analysis (MS) was performed online with a LCQ Deca XP Plus ion-trap
mass spectrometer equipped with an electrospray ionization source (Thermo-
Finnigan, San Jose, CA) and operated in positive mode with default
parameters and active automatic gain control. Mass spectra were acquired
in a mode that alternated single MS scans (m/z 300–2000) with tandem
MS (MS/MS) scans.
Proteasome inhibition in melanoma cells
Cells were first acid eluted in a glycine buffer at pH 3 for 30 s to release
MHC-bound peptides and then neutralized in culture medium. Cells were
then treated for 1 h at 37˚C with 60, 125, or 250 nM epoxomicin, as indicated
(Sigma-Aldrich), in X-vivo 10 medium (Bio-Whittaker, Walkersville, MD).
Cells were washed and incubated for 4 h with lower concentrations of
epoxomicin (12.5 nM) in a 6-well plate. Cells were then washed again and
tested for their ability to activate IFN-g release by CTL M45-3B, as fol-
lows: 5 3 104 epoxomicin-treated cells were incubated overnight in a
96-well plate with 25 3 103 CTL. As a control, electroporated cells
were loaded with antigenic peptide (2 mg/ml) for 1 h and washed. The
production of IFN-g was measured by ELISA (Life Technologies) after an
overnight incubation.
Proteasome digestions of synthetic peptides and CTL assay of
the digests
Standard proteasome was purified from human erythrocytes, as described
earlier (37). Digestion of the precursor peptides was performed by incu-
bating 5 (Fig. 3B), 2 (Fig. 3C), and 1 (Figs. 5, 6) mg peptide with 1 mg
proteasome in 20 ml Tris 10 mM (pH 8) at 37˚C. In Fig. 5, 2 mM putative
spliced fragment was added to each mix. Digestions were stopped at in-
dicated time by the addition of 2 ml 10% trifluoroacetic acid, lyophilized,
and resuspended in 20 ml water. In Fig. 3B, each digest was diluted in
100 ml X-vivo 10 medium and pulsed in duplicate wells containing 5 3
104 CAN-EBV B cells expressing HLA-A*0301. CTLs (25 3 103/well)
were added after 30 min of incubation, and the production of IFN-g in
supernatants was measured by ELISA after an overnight coculture. For the
other experiments, the digests were analyzed by mass spectrometry.
Results
CTL M45-3B recognizes an unconventional HLA-A*0301–
restricted peptide derived from the melanoma Ag gp100
By culturing fragments of a cutaneous melanoma metastasis with
IL-2 in limiting dilution conditions, we isolated a CTL clone (M45-
3B) that was able to lyse the autologous tumor line M45 as well as
three allogeneic melanoma cell lines expressing HLA-A*0301 and
gp100 (38) (Fig. 1A). Because the CTL clone did not lyse any of
the HLA-A*03012/gp100+ or HLA-A0301+/gp1002 cell lines
tested (data not shown and Fig. 1A), the peptide recognized by
CTL M45-3B was most likely encoded by gp100 and presented
by HLA-A*0301.
To identify the region of gp100 containing the peptide recog-
nized by CTL M45-3B, we produced truncated gp100 cDNA
fragments and cloned these cDNAs into expression vector pcDNA3.
These constructs were transfected into COS-7 cells together with
FIGURE 1. CTL clone M45-3B recognizes a peptide derived from gp100 and presented by HLA-A*0301. (A) Lysis of melanoma cells expressing
HLA-A*0301 by CTL M45-3B. CTL clone M45-3B was assayed for its ability to lyse the autologous melanoma line M45 and a series of allogeneic
melanoma lines in a standard 51Cr release assay. The 51Cr-labeled melanoma cells were mixed with the CTL at an E:T ratio of 10:1. The 51Cr release was
measured after 4 h. Expression of gp100 in each melanoma cell line was detected using RT-PCR, as described in Materials and Methods. Percentage of
specific lysis is represented, with error bars showing SDs between four independent experiments. (B) Localization of the gp100 sequence encoding the
antigenic peptide. COS-7 cells transfected with the HLA-A*0301 cDNA and either the full-length gp100 cDNA or subgenic fragments of gp100 were tested
for recognition by CTL M45-3B. Minigenes are named according to amino-acid positions in the open reading frame and are represented as thick black
lines. Transfected cells were tested for their ability to induce M45-3B CTL clone to produce TNF after 6 h of coculture. Amino acid positions are indicated
below the peptide sequence. Data are representative of three independent experiments.
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the HLA-A*0301 cDNA, and their ability to activate CTL M45-
3B was tested in a TNF release assay (Fig. 1B). This showed that
the peptide recognized by CTL M45-3B was localized within a
28-aa fragment spanning residues M184 to D211.
Potential peptide candidates contained in this 28-aa fragment
were synthesized and tested for their ability to activate CTL M45-
3B. Surprisingly, none of these peptides was recognized by the
CTL, suggesting that the gp100-derived epitope recognized by
CTL M45-3B might arise from a posttranslational modification
(Supplemental Fig. 1A).
Identification of the peptide recognized by CTL M45-3B
To identify which residues in this 28-aa fragment (M184–D211) were
important for immunogenicity, we produced a series of minigenes
encoding the 28-aa precursor with alanine substitutions at every
position (Table I). These mutated constructs were tested for their
ability to activate the CTL after transfection into COS-7 cells.
Modification of the aa 191–193 and 195–203 reduced CTL recog-
nition, indicating that these sequences were important for gener-
ation and/or recognition of the epitope (Fig. 2A). Electroporation
of EBV-B cells with truncated peptide fragments confirmed the
importance of these sequences (Supplemental Fig. 1B).
We and others reported the existence of antigenic peptides
containing noncontiguous fragments of the parental protein, which
are spliced together in the proteasome by transpeptidation (24–28).
We therefore considered the possibility that the peptide recognized
by CTL M45-3B could also be produced by peptide splicing. This
was a tempting possibility as we noted that fragment 195–203,
which is required for the recognition of the 28-aa precursor, only
partially contained the binding motif of HLA-A*0301 (i.e., L, V, M,
or S in position 2; Y in position 3; and a basic amino acid at the
C terminus), as it contains the SY motif, but lacks the R or K
residues required at the C-terminal position. Interestingly, a basic
C-terminal residue could easily be provided by reverse splicing of
one of the arginines present at position 191 or 192. To test this
possibility, 96 potentially spliced peptides were synthesized
and grouped into 15 pools (Supplemental Fig. 2A), five of
which corresponded to a reverse splicing in the 192–202 region of
gp100, whereas the 10 other pools corresponded to a reverse
splicing in the region 186–202. These 15 pools were loaded onto
HLA-A*0301–positive CAN-EBV B cells and tested for CTL rec-
ognition (Supplemental Fig. 2B). Among the 15 pools tested, 7 were
positive (red in Supplemental Fig. 2A). Each of these 7 positive
pools was fractionated by HPLC, and the fractions were tested for
CTL recognition as previously. Peptides present in each positive
fraction were identified by tandem mass spectrometry (red in
Supplemental Fig. 2A), synthesized, purified, and tested for CTL
recognition (Fig. 2B). One of them, peptide RSYVPLAH_R, was
efficiently recognized by the CTL (50% activation at a con-
centration close to 50 nM). Longer peptides GSRSYVPLAH_R,
SRSYVPLAH_R, and RSYVPLAH_RR induced a 50% activation
of the CTL at a peptide concentration close to 1 mM (Fig. 2B).
Finally, peptide RSYVPL_YHR was also recognized by the CTL
but required an even higher concentration of peptide (50% acti-
vation at a concentration between 1 and 3 mM). To determine
which peptide candidate was naturally found at the surface of the
autologous tumor, we acid eluted the MHC class I–linked peptides
from M45 melanoma cells, separated the peptides by HPLC, and
tested each fraction for recognition by CTL M45-3B (Fig. 2C).
The positive fraction had a retention time of 11 min, which cor-
responded to the retention time of the peptide RSYVPLAH_R
fractionated in the exact same conditions, suggesting that the 9-aa
peptide RSYVPLAH_R is the natural antigenic peptide presented
by M45 melanoma cells to the HLA-A*0301–restricted CTL
M45-3B.
Peptide RSYVPLAH_R is spliced and reordered in the
proteasome
We previously demonstrated that spliced antigenic peptides are
produced by transpeptidation inside the catalytic chamber of the
proteasome (25–28). This process involves the production of an
acyl-enzyme intermediate between a peptide fragment and the
hydroxyl group of the N-terminal threonine of the catalytic subunit.
In the course of proteolysis, this acyl-enzyme intermediate is rapidly
hydrolyzed by water molecules present in the catalytic chamber.
During the peptide-splicing process, however, the N terminus of
Table I. Primers used for site-directed mutagenesis
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other peptides present in the chamber can compete with water
molecules to produce a nucleophilic attack on the acyl-enzyme
intermediate, thereby creating a new spliced peptide by trans-
peptidation.
To assess the role of the proteasome in the processing of the
RSYVPLAH_R peptide, we treated the autologous melanoma cell
line M45 with increasing concentrations of the specific proteasome
inhibitor epoxomicin. This treatment decreased CTL recognition in
a dose-dependent manner, suggesting that proteasome inhibition
prevents processing of the RSYVPLAH_R peptide (Fig. 3A). To
confirm the role of the proteasome in the reverse splicing, we
incubated purified 20S standard proteasomes with the 17- or 18-aa
precursors gp100192–208 or gp100191–208. Digests were then pulsed
onto HLA-A*0301+ CAN-EBV B cells and tested for CTL rec-
ognition. As expected, only digests containing proteasomes and
the precursor peptides were recognized by CTL M45-3B (Fig.
3B), confirming the ability of the proteasome to produce the an-
tigenic peptide from these precursor peptides.
Mechanisms involved in the splicing and reordering of peptide
RSYVPLAH_R
To define the mechanism of production of spliced peptide
RSYVPLAH_R, we first located the sites of proteasome cleavage
using mass spectrometry to identify the fragments present in a
digest obtained with a 22-aa precursor peptide (Fig. 3C). Interest-
ingly, one of the cleavages was observed after residue H202, which
is the last residue of the N-terminal fragment of the spliced peptide.
This indicated that the proteasome was able to form the acyl-enzyme
intermediate required for production of peptide RSYVPLAH_R.
Multiple other cleavages were also observed around the arginines
R191 and R192, which can compose the C-terminal residue of the
spliced peptide.
We then set out to define which arginine residue was involved
in the splicing reaction and contributed the C-terminal position of
the antigenic peptide. The 28-aa–long precursor fragment contains
three arginines, as follows: R191, R192, and R195. Because R195
corresponds to the N-terminal residue of the antigenic peptide and
is therefore not expected to be involved in the production of the
C terminus of the same peptide, we studied the involvement of the
other two arginines, R191 and R192, in the splicing process. To
this end, we produced minigenes encoding a truncated variant of
gp100 (gp100184–211), in which R191 and/or R192 were mutated
into alanine(s). These constructs were transfected in COS-7 cells
together with the HLA-A*0301 cDNA, and transfected cells were
tested for CTL recognition (Fig. 4). Substitution of either R191 or
R192 appeared to reduce CTL recognition by half, suggesting that
FIGURE 2. Identification of the antigenic
peptide recognized by CTL M45-3B. (A)
Identification of the amino acids that are es-
sential for antigenicity. COS-7 cells were
transfected with the HLA-A*0301 cDNA and
with vectors encoding the indicated gp100
peptide sequences. Alanine substitutions are
shown with a bold Awith a subscript indicating
the amino acid position in the gp100 protein.
TNF production by the CTL was measured after
18 h of coculture. Relative TNF production to
nonmutated gp100 minigene (taken as 100%) is
represented, with error bars showing SDs be-
tween two independent experiments. (B) Rec-
ognition of peptide RSYVPLAHR by CTL
M45-3B. HLA-A*0301+ CAN-EBV B cells
were incubated with the indicated peptides.
CTL M45-3B was added 60 min after peptide
loading, and IFN-g production by the CTL was
measured after 24-h coculture. Error bars show
SDs of duplicates. Data are representative of
two independent experiments. (C) Elution of the
natural peptide recognized by CTL M45-3B.
Peptides eluted from purified HLA class I
molecules of melanoma cells M45 were sepa-
rated by HPLC, and the fractions were tested for
recognition by CTL M45-3B (top panel). To
rule out contamination of the HPLC system,
buffer was run on the column before the eluted
samples, and the fractions were tested similarly.
Synthetic peptides RSYVPLAHRR and RSYV-
PLAHR (250 ng each) were mixed and injected
under the same HPLC conditions, and the frac-
tions were tested for CTL recognition (middle
panel). Peptides present in each fraction were
analyzed by MS/MS and are indicated by the
letter A (RSYVPLAHRR) or B (RSYVPLAHR).
The bottom panel shows the UV absorption
spectrum of the peptides RSYVPLAHRR (A),
RSYVPLAHR (B), or RSYVPLYHR (C), which
were injected under the same HPLC conditions.
mAU, Milliabsorbance units.
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either arginine could generate the C terminus of the antigenic
peptide. Surprisingly, the substitution of both R191 and R192 did
not completely abrogate peptide presentation (Fig. 4), suggesting
that the C-terminal arginine could also originate either by splicing
of R195 from a second molecule of the same peptide or by splicing
of the N-terminal arginine from an unrelated peptide fragment.
This observation was reinforced by the positive CTL response
observed after electroporation of the RSYVPLAHS peptide into
EBV-B cells (Supplemental Fig. 1B). In vitro, the generation of
the antigenic peptide from the RSYVPLAHSSSAFT195–208 pre-
cursor by purified 20S proteasomes was also observed (Supplemental
Fig. 3). It confirms our previous observation that the production of
antigenic peptides can also occur by trans-splicing, that is, through
the splicing of fragments originating from distinct molecules (28).
Nevertheless, we observed that this phenomenon only minimally
contributed to the production of peptides in physiological conditions
(28). The experiment shown in Fig. 4 was performed using peptide-
encoding minigenes overexpressed after transfection into COS-7
cells using a plasmid amplification system. These artificial con-
ditions may explain why we detected trans-splicing in this experi-
ment. To avoid the formation of the antigenic peptide by trans-
splicing in our in vitro digestion experiments, we chose to acetylate
the N-terminal arginine of each precursor peptide used in subse-
quent in vitro digestions, to prevent the nucleophilic attack of the
acyl-enzyme intermediate (25).
Production of the peptide RSYVPLAH_R involves the addition
of single arginine to the peptide RSYVPLAH. In an attempt to
reproduce this reaction in vitro, we incubated 20S standard pro-
teasomes with the precursor peptide Ac-RSYVPLAHSSSAFT195–208,
which is required to produce the acyl-enzyme intermediate, and with
FIGURE 3. Role of the proteasome in the
peptide splicing. (A) Proteasome inhibition
prevents the production of the spliced gp100
antigenic peptide. Acid-eluted tumor cells M45
were treated with epoxomicin and tested for
recognition by CTL M45-3B in an IFN-g pro-
duction assay. Where indicated, cells were loaded
with synthetic peptide RSYVPLAHR before
the CTL assay to check their ability to present
Ags. Relative activities (left panel) were
calculated as a proportion of the activity mea-
sured with the synthetic peptide control. This
proportion was then related to that observed
without treatment, which was taken as 100%.
The actual values of IFN-g measured by
ELISA are shown on the right panel. Error
bars show SDs of triplicates. Data are repre-
sentative of four independent experiments. (B)
In vitro production of the gp100 spliced peptide
by proteasomes. Purified 20S standard protea-
somes were used to digest the 17- or 18-aa pre-
cursor peptides RGSRSYVPLAHSSSAFT192–208
and RRGSRSYVPLAHSSSAFT191–208. Digests
were then loaded on HLA-A*0301–positive
CAN-EBV B cells and tested for recognition
by CTL M45-3B. After an overnight cocul-
ture, IFN-g production was measured by ELISA.
Error bars show SDs of duplicates. Data are
representative of three independent experi-
ments. (C) Peptide fragments detected by mass
spectrometry after digestion of 22-aa precursor
VTVYHRRGSRSYVPLAHSSSAF186–207 by 20S
standard proteasomes. N-terminal (blue) and
C-terminal (red) fragments predicted to result
from cleavages at every indicated position were
searched by mass spectrometry in a 60-min
digest. The experimental conditions did not allow
the detection of fragment SAF. The detected
cleavages are indicated by arrows in the lower
panel. Data are representative of two indepen-
dent experiments.
FIGURE 4. Identification of the arginine involved in the peptide splic-
ing. COS-7 cells were transiently transfected with HLA-A*0301 cDNA
and vectors encoding the indicated gp100 fragments, where arginine 191
and/or 192 were replaced by alanine, as indicated. Transfected COS-7 cells
were then tested for their ability to activate CTL M45-3B. TNF production
was measured by ELISA after an overnight coculture. Error bars show SDs
of quadruplicates. Data are representative of four independent experiments.
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arginine for the splicing reaction (Fig. 5). However, we did not
detect peptide Ac-RSYVPLAH_R in the digest by tandem mass
spectrometry, suggesting that the splicing reaction required a frag-
ment longer than one residue. We then incubated 20S standard pro-
teasomes with the precursor peptide Ac-RSYVPLAHSSSAFT195–208
and arginine-containing fragments comprising 2, 3, or 4 aa
(RR191–192, RG192–193, RRG191–193, RGS192–194, or RRGS191–194).
Only digests performed with fragments larger than 2 aa contained
the corresponding spliced products Ac-RSYVPLAH_RRG, Ac-
RSYVPLAH_RGS, and Ac-RSYVPLAH_RRGS, suggesting that
the peptide fragment producing the nucleophilic attack on the
RSYVPLAH-containing acyl-enzyme intermediate must be at least
three-residue long (Fig. 5). We then wondered whether the minimal
length requirement for the C-terminal nucleophile was particular to
our epitope or a more general constraint. We therefore digested
pairs of peptides corresponding to precursor fragments of three
other spliced peptides derived from gp100 or FGF-5 (Fig. 5) (24,
25). Interestingly, in all cases, peptide splicing could not be de-
tected when it involved nucleophile fragments shorter than 3 or
4 aa. Longer fragments of up to 10 residues could also be spliced,
with the exception of those longer than 8 aa in the case of the
FGF-5 splicing. The latter observation might be sequence related,
resulting from the peptide’s inability to accommodate the nu-
cleophile-binding channel.
Thus, the splicing reaction produces C-terminally elongated
peptides that may need a further trimming to produce the final
antigenic peptide. To determinewhether the proteasomewas able to
perform the final trimming step required for the release of the
peptide RSYVPLAH_R, we incubated 20S standard proteasomes
with peptides Ac-RSYVPLAH_RGS, Ac-RSYVPLAH_RRG, and
Ac-RSYVPLAH_RRGS and searched the digests for the presence
of the antigenic peptide Ac-RSYVPLAH_R by mass spectrometry
(Fig. 6). The antigenic peptide was most efficiently produced from
precursor Ac-RSYVPLAH_RGS, indicating that the proteasome
can trim this spliced peptide to produce the final antigenic peptide.
Peptide trimming was not observed in the absence of proteasome
or when lactacystin was added in the digestion mixture.
From these observations, we conclude that the production of the
antigenic peptide RSYVPLAHR occurs in two steps (Fig. 7). In
a first step, an elongated spliced peptide is produced by reverse
splicing of an N-terminal arginine-containing peptide, such as RGS,
onto an acyl-enzyme intermediate involving one catalytic subunit
of the proteasome and fragment RSYVPLAH. The resulting elon-
gated spliced peptide RSYVPLAHRGS is then trimmed by the
proteasome to produce the final antigenic peptide RSYVPLAHR.
Discussion
In this study, we identified a new tumor antigenic peptide,
RSYVPLAHR, presented by HLA-A*0301 melanoma tumor cells
FIGURE 5. The peptide fragment that is spliced needs to be at least 3 aa
long. Precursor peptides (Ac-RSYVPLAHSSSAFT, RTKAWNR, and
NTYASAIH) were incubated 60 min with 20S proteasomes alone or with
fragments from 1 to 10 aa (1–4 for Ac-RSYVPLAHSSSAFT). Each digest
was then analyzed by tandem mass spectrometry to identify the corre-
sponding spliced product. The MS/MS value (arbitrary units) obtained for
each spliced peptide is shown, and the sequence of the peptide detected is
indicated on the right panel. N-terminal acetylation of precursor peptide
RSYVPLAHSSSAFT was required to prevent the production of spliced
peptides by trans-splicing (Supplemental Fig. 3). N-terminal acetylation of
each C-terminal reactant peptide fragment completely prevented the pro-
duction of the spliced peptide (data not shown). Data are representative of
two independent experiments.
FIGURE 6. Proteasome trimming of the C terminus of the spliced peptide.
N-terminally acetylated peptides Ac-RSYVPLAHRGS, Ac-RSYVPLAHRRG,
and Ac-RSYVPLAHRRGS were incubated with 20S proteasomes in
presence or in absence of 20 mM lactacystin. Peptide Ac-RSYVPLAHR
was searched in the digests by mass spectrometry after 15, 30, and 60 min.
Arrows indicate time points corresponding to ∼40% degradation of the
precursor peptide (Ac-RSYVPLAHRGS: 60 min, 42%; Ac-RSYVPLAHRRG:
15 min, 48%; Ac-RSYVPLAHRRGS: 15 min, 36%). Precursor peptides
were acetylated at their N terminus to prevent the production of spliced
peptides by trans-splicing. Detection limit is ,5 (arbitrary units). Data
are representative of two independent experiments.
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and produced by the splicing of two noncontiguous fragments of
the melanoma differentiation Ag gp100. Contrary to the other
spliced peptides described to date, which were composed of
partner fragments each containing 3–6 aa (24–27), the peptide
RSYVPLAHR is produced by the addition of a single arginine
residue to the C terminus of fragment RSYVPLAH. We showed
that this arginine residue originated from either R191 or R192,
which are found upstream the RSYVPLAH195–202 fragment in the
gp100 protein sequence. By transfecting COS-7 cells with sub-
genic fragments of gp100 containing alanine substitutions of both
R191 and R192, we observed that the antigenic peptide could also
be produced at a low level by trans-splicing, using the N-terminal
arginine R195 of a second molecule of the same peptide precursor
or by splicing of the N-terminal arginine of an unrelated peptide
fragment. Although trans-splicing was previously found to occur
during in vitro digestion (28, 39), its efficiency was very low in
physiological conditions of cells expressing full-length protein
substrates (28). We conclude that trans-splicing only minimally
contributes to the production of spliced antigenic peptides in cells.
In keeping with our previous observations on other spliced
peptides, we confirmed the role of the proteasome in the splicing of
peptide RSYVPLAHR. The catalytic mechanism involved appears
identical to that proposed for the other spliced peptides, that is,
a transpeptidation occurring at the N-terminal threonine residue of
the catalytic subunit of the proteasome and involving an acyl-
enzyme intermediate (Fig. 7) (25–28). Because creation of pep-
tide RSYVPLAHR requires the splicing of a single arginine res-
idue, we wondered whether this arginine residue originated from
the splicing of a single amino acid or of a longer peptide fragment
bearing an arginine at its N-terminal end. We therefore performed
a series of proteasome digests assessing the splicing of C-terminal
splice fragment of decreasing sizes. We could not detect splicing
of a single amino acid, nor splicing of fragments shorter than three
residues. This was also true for three distinct spliced peptides that
we studied in a similar way. We conclude that the splicing requires
a minimal size of three residues for the C-terminal spliced frag-
ment acting as the nucleophile.
The efficiency of peptide splicing most probably depends on the
ability of the nucleophile peptide fragment to compete with water
molecules and attack the acyl-enzyme intermediate. Among the
factors involved are the relative concentration and life span of the
nucleophilic peptide in the catalytic chamber, the nucleophilicity
of its N-terminal end, and its orientation relative to the ester bond
of the acyl enzyme intermediate. Constraints that might influence
these parameters are the distance of the nucleophile from the ester
bond of the acyl-enzyme intermediate and its positioning into the
catalytic pocket, two parameters that were suggested to influence
the efficiency peptide splicing (39, 40). Ideal positioning might be
better achieved with longer peptide fragments that would fit more
tightly into the nucleophile-binding channel. This binding channel
was recently suggested to be distinct from the primed substrate-
binding channel, forming an additional pocket where the C-terminal
reactant peptide would be accommodated awaiting for the splicing
to take place (39). In line with our data, the sequence and length
of the C-terminal nucleophile might therefore be critical for the
binding into this pocket and the ability of peptides to perform
splicing. Moreover, proper positioning of the nucleophile peptide
in the binding channel might allow a better activation of the peptide
N-terminal end by basic amino groups found in the pockets, in-
creasing its nucleophilicity by attracting a proton, as it is the case
for water molecules during proteolysis (40, 41).
The fact that the nucleophile needs to be at least 3 aa long implies
that the production of the final antigenic peptide reported in this
study requires a second round of proteolysis, occurring after splic-
ing. We did not formally exclude that this additional trimming
step could be performed by another protease, but our data show that
the proteasome itself is able to perform this trimming step. This
final trimming could therefore take place in the wake of the splicing
event, in the course of substrate progression inside the catalytic
chamber. Alternatively, trimming might take place during a second
round of proteasome degradation, once the extended spliced peptide
has left the catalytic chamber. The probability that both splicing
and trimming happen in the same sequence of events inside the
proteasome seems higher, as the chance that the peptide reaches
another catalytic subunit is higher when the fragment is already
inside the chamber. Moreover, exit of the spliced precursor from the
catalytic chamber would also increase the probability that it gets
degraded before reaching the catalytic chamber again.
Studying the proteasome cleavage preferences of the extended
spliced precursors, we observed that the antigenic peptide was
produced preferentially from precursor RSYVPLAH_RGS rather
FIGURE 7. Mechanism of reverse splicing by the proteasome. Model
for the catalytic mechanism producing the reverse spliced peptide
RSYVPLAHR. The hydroxyl group of a catalytic threonine of the pro-
teasome produces a nucleophilic attack on the peptide bond after histidine
202, leading to the production of an acyl-enzyme intermediate comprising
a peptide fragment (shown in red) attached to the catalytic subunit of the
proteasome by an ester link. A nucleophilic attack of this ester link by the
N terminus of another peptide fragment (shown in blue), which results
from the cleavage of the same protein by another catalytic subunit of the
same proteasome particle, leads to the production of a spliced peptide
bearing an extended C terminus. This peptide is further trimmed by the
proteasome to release the antigenic peptide RSYVPLAHR.
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than from precursors RSYVPLAH_RRGS and RSYVPLAH_RRG.
This suggests that cleavage of our precursor by the standard pro-
teasome is more efficient when the P19 position corresponds to a
glycine rather than an arginine residue. Contrasting results re-
garding the preference of the proteasome for glycin or arginine
in position P19 were previously obtained (42, 43). This might be
related to the fact that first, precursor peptides or proteins are
different in nature and size, and second, cleavage preferences are
also influenced by residues present in positions other than P19.
To date, all the spliced antigenic peptides described contained
a C-terminal partner peptide of 4–6 aa. In this work, we describe
an antigenic peptide that only requires the addition of a single
amino acid. Theoretically, this should increase the probability of
production of this peptide, because whatever nucleophile peptide
containing an arginine at its N terminus and able to bind the pro-
posed nucleophile-binding channel could be used to generate a
spliced extended precursor. Our experiments show that production
of the RSYVPLAHR peptide could already rely on two different
arginine residues. The only additional requirement is that this ex-
tended precursor still needs to be adequately trimmed to produce
the final antigenic peptide.
The existence of spliced peptides generated by the final addition
of a single amino acid further strengthens the notion that peptide
splicing by the proteasome increases the diversity of the peptide
repertoire presented by MHC class I molecules. Although only five
antigenic peptides were identified to date, the number of spliced
peptides effectively produced and presented at the cell surface
might be much higher than originally expected, despite the low
efficiency of the peptide-splicing reaction in vivo (25). This is
supported by the works from Liepe et al. and Mishto et al. (39,
44), who revealed that the proteasome produces a large number of
spliced peptides of adequate length for presentation on MHC class
I molecules.
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Pulsed peptides CTL M45-3B
activation
Figure S1.
A. Lack of CTL recognition of peptides originating from a continuous fragment of gp100. Indicated 
peptides were exogenously loaded on HLA-A*0301 expressing CAN-EBV B cells at a concentration of 10 
µM. After 1 hour, M45-3B CTLs were added on the loaded cells and TNF production was measured after 6 
hours of co-culture. + : more than 30 pg/ml TNF released, - : less than 1 pg/ml TNF released. As control 
peptide, we used the peptide RSYVPLAHK, which was modified in position 9 to fit the binding motif of 
HLA-A3.
B. Localization of the shortest sequence encoding the antigenic peptide. Indicated peptides (100 µM) were 
electroporated in HLA-A*0301 expressing CAN-EBV B cells. CTL M45-3B was added and IFNγ production 
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The antigenic peptide RSYVPLAHR can be produced by trans-splicing. Peptide precursor RSYV-
PLAHSSSAFT was incubated for 60 min (82% of precursor degradation) with 20S standard 
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 Chapter 16 
 Identifying Source Proteins for MHC Class 
I-Presented Peptides 
 Nathalie  Vigneron ,  Wenbin Ma, Alexandre  Michaux , 
and  Benoît  J.  Van den  Eynde  
 Abstract 
 Identi fi cation of antigenic peptides recognized by cytolytic T lymphocytes (CTL) is a prerequisite for the 
development of targeted cancer immunotherapy approaches. This chapter provides a global approach for 
the identi fi cation of peptides recognized by CTL. It implies the identi fi cation of the HLA molecule pre-
senting the peptide as well as the design and screening of a cDNA library derived from the tumor cells. 
 Key words:  Cytolytic T lymphocytes ,  Peptide identi fi cation ,  cDNA library ,  Chromium release assay 
 
 Cytolytic T lymphocytes (CTL) recognize 8–11 amino-acid long 
peptides derived from the degradation of cellular proteins and pre-
sented at the cell surface by MHC class I molecules. Because CTL 
play a key role in the surveillance against cancers, the identi fi cation 
of class I antigenic peptides speci fi cally expressed on tumors is cru-
cial for the development of ef fi cient immunotherapy protocols. 
Here, we describe an expression cloning approach for the 
identi fi cation of antigenic peptides recognized by CTL. 
 Anti-tumor CTL can be isolated from the blood or tumor 
in fi ltrates of cancer patients  ( 1– 3 ) . This is usually done in vitro, by 
stimulating lymphocytes with autologous tumor cells, a process 
that leads to the ampli fi cation of a T-cell population able to lyse the 
tumor cells. These anti-tumor T cells can then be further cloned 
and studied. Before starting the peptide identi fi cation procedure, 
it is worth determining whether the antigen recognized by the 
CTL clone represents a promising candidate for the development 
of immunotherapeutic vaccines. Firstly, the CTL should recognize 
 1.  Introduction
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a tumor-speci fi c antigen that is not present on normal cells. Testing 
the lytic activity of the CTL towards NK-sensitive cell line K562 
and normal autologous cells such as EBV-B cells, proximal tubular 
epithelial cells (PTEC), or  fi broblast should therefore be evaluated 
(as described in Subheading  3.1.1 ). Secondly, the CTL should rec-
ognize an antigen present on a large variety of tumor lines. Indeed, 
CTL recognizing only one tumor generally target mutated pep-
tides, which are unique to a patient and therefore, not usable in 
large-scale immunotherapeutic trials. Because the identi fi cation of 
the antigen likely requires the screening of a cDNA library, it is 
useful to test the ability of the T cells to secrete cytokines such as 
tumor necrosis factor (TNF) or gamma-interferon ( g IFN), which 
are easily detectable and will help the screening procedure. 
 
 All solutions should be prepared with ultrapure water. When using 
radioactivity, diligently follow the recommended handling precau-
tions and waste regulations. 
  1.  Target cells: tumor cells or EBV-B cells expressing the relevant 
HLA molecule. 
  2.  T cells. 
  3.  Complete Iscove’s modi fi ed Dulbecco’s medium (IMDM): 
Iscove’s modi fi ed Dulbecco’s medium (Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA) supplemented with  L -arginine (116 mg/l), 
 L -asparagine (36 mg/l),  L -glutamine (216 mg/l), penicillin 
(100 U/ml), and streptomycin (100  m g/ml). 
  4.  CTL medium: complete IMDM, supplemented with 10% 
human serum. 
  5.  Fetal bovine serum (FBS, Hyclone research grade Fetal Bovine 
Serum, Thermo Scienti fi c, Waltham, MA, USA). 
  6.  Na 2 
51 CrO 4 ( 
51 Cr, Perkin Elmer Life Sciences, Waltham, MA, 
USA). 
  7.  96-Well V-bottom plate (Greiner Bio one Frickenhausen, 
Germany). 
  8.  Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). 
  9.  g -Counter. 
  1.  Complete RPMI medium: RPMI medium (Life Technologies) 
supplemented with  L -arginine (116 mg/l),  L -asparagine 
(36 mg/l),  L -glutamine (216 mg/l), penicillin (100 U/ml), 
and streptomycin (100  m g/ml). 
 2.  Materials
 2.1.  CTL Activation 
Assays
 2.1.1.  Chromium Release 
Assay
 2.1.2.  TNF Release Assay
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  2.  CTL medium: complete IMDM medium supplemented with 
10% human serum. 
  3.  FBS (Thermo Scienti fi c). 
  4.  Interleukin 2 (R&D systems): reconstitute at 10 5 U/ml in 
sterile phosphate buffer saline (PBS) 0.1% BSA. Store aliquots 
at −20 to −80°C. 
  5.  96-Well plate  fl at-bottom (Greiner Bio one). 
  6.  TNF-sensitive line WEHI 164 cl13  ( 4 ) ( see  Note 1 ). 
  7.  1 M LiCl,  fi ltered on a 0.2  m m  fi lter (Sigma-Aldrich). 
  8.  Actinomycin D (Sigma-Aldrich): 25 mg of actinomycin D is 
resuspended in 2.5 ml dimethyl sulfoxide (DMSO), then 
diluted to 1 mg/ml in RPMI.  
 9.  Recombinant lymphotoxin (rTNF- b ) (R&D systems, 
Minneapolis, MN, USA) ( see  Note 2 ). 
 10.  PBS: 10 mM Na 2 HPO 4 , 2 mM KH 2 PO 4 , 2.7 mM KCl, 137 mM 
NaCl, pH 7.4. Sterilize on a 0.2  m m  fi lter and keep at 4°C. 
  11.  MTT: [3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyl-tetrazolium 
bromide] (Promega, Madison, WI, USA): Resuspend 1 g of 
MTT powder in 400 ml PBS. Filter-sterilize using a 0.2  m m 
 fi lter. Keep the solution for 1 month at 4°C in a light-protected 
container. 
  12.  SDS–DMF lysis solution: To 1 L of water, add 500 g sodium 
dodecyl sulfate (SDS) and dissolve the SDS overnight at 65°C. 
The next day add water to obtain a  fi nal volume of 1.667 L. To 
600 ml of this 30% SDS solution, add 300 ml DMF ( N , N -
dimethyl formamide), 18 ml anhydrous acetic acid, and 2.3 ml 
HCl 1 M. Verify that the pH is 4.7. Keep the solution at 37°C. 
  13.  Spectrophotometer. 
  1.  mRNA puri fi cation kit (GE Healthcare Bio-Sciences, 
Piscataway, NJ, USA ) 
  2.  Superscript Choice System for cDNA Synthesis (Life 
Technologies). 
  3.  [ a - 32 P] dCTP (10 mCi/ml) (PERKIN ELMER Life Sciences). 
  4.  Oligo (dT) primer containing a NotI site at its 5 ¢ end [5 ¢ -ATA
AGAATGCGGCCGCTAAACTA(T) 18 VN (V = G, A, or C; 
N = G, A, T, or C)]. 
  5.  5´ First-strand buffer (250 mM Tris–HCl pH 8.3, 375 mM 
KCl, 15 mM MgCl 2 ) (Superscript Choice System for cDNA 
Synthesis, Life Technologies). 
  6.  0.1 M DTT stock solution (Store aliquots at −20°C). 
  7.  dNTP (10 mM each dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Superscript 
Choice System for cDNA Synthesis, Life Technologies). 
 2.2.  Production 
of a cDNA Library 
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  8.  Superscript II Reverse transcriptase (200 U/ m l) (Superscript 
Choice System for cDNA Synthesis, Life Technologies). 
  9.  5× Second-strand buffer (100 mM Tris–HCl pH 6.9, 450 mM 
KCl, 23 mM MgCl 2 , 0.75 mM  b -NAD 
+ , 50 mM (NH 4 ) 2 SO 4 ) 
(Superscript Choice System for cDNA Synthesis, Life 
Technologies). 
  10.  Escherichia coli DNA ligase (10 U/ m l) (Superscript Choice 
System for cDNA Synthesis, Life Technologies). 
  11.  E. coli DNA polymerase I (10 U/ m l) (Superscript Choice 
System for cDNA Synthesis, Life Technologies). 
  12.  E. coli Rnase H (2 U/ m l) (Superscript Choice System for cDNA 
Synthesis, Life Technologies). 
  13.  T4 DNA polymerase (5 U/ m l) (Superscript Choice System for 
cDNA Synthesis, Life Technologies). 
  14.  0.5 M EDTA. 
  15.  UltraPure Phenol:Chlorophorm:Isoamyl alcohol (25:24:1, 
v/v) (Life Technologies). 
  16.  Cold ethanol (−20°C). 
  17.  7.5 M NH 4 OAc (Ammonium acetate). Autoclave. 
  18.  HindIII primers: 5 ¢ -AGCTTCCCGGG-3 ¢ and 5 ¢ PO4-
CCCGGGA-3 ¢ . 
  19.  5× Adapter buffer (330 mM Tris–HCl pH 7.6, 50 mM MgCl 2 , 
5 mM ATP) (Superscript Choice System for cDNA Synthesis, 
Life Technologies). 
  20.  T4 DNA ligase (1 U/ m l) (Superscript Choice System for cDNA 
Synthesis, Life Technologies). 
  21.  T4 polynucleotide kinase (10 U/ m l) (Superscript Choice 
System for cDNA Synthesis, Life Technologies). 
  22.  5× T4 DNA ligase buffer (250 mM Tris–HCl pH 7.6, 50 mM 
MgCl 2 , 5 mM ATP, 5 mM DTT, 25% (w/v) PEG 8000) 
(Superscript Choice System for cDNA Synthesis, Life 
Technologies). 
  23.  DEPC-treated water: Add 1 ml of diethylpyrocarbonate 
(DEPC) to 1 L distilled water, mix well, and leave under agita-
tion for 12 h at 37°C. Autoclave. Let it cool down to room 
temperature prior use. 
  24.  10 mM ATP: a 100 mM stock of ATP (Thermo Fisher 
Scienti fi c) is diluted to 10 mM in ultrapure water. 
  25.  Restriction enzyme Not I (New England Biolabs, Ipswich, 
MA, USA). 
  26.  Restriction NEBuffer 3 (New England Biolabs). 
  27.  TAE buffer: 40 mM Tris Acetate, 1 mM EDTA pH 8 ( see 
 Note 3 ). 
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  28.  SeaKem LE Agarose (Lonza, Basel, Switzerland). 
  29.  Yeast tRNA 1  m g/ m l (Superscript Choice System for cDNA 
Synthesis, Life Technologies). 
  30.  SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain (Life Technologies) and 
blue-light transilluminator. 
  31.  cDNA size fractionation columns (Superscript Choice System 
for cDNA Synthesis, Life Technologies). 
  32.  TEN buffer (10 mM Tris–HCl pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 
25 mM NaCl), autoclaved. 
  33.  1 mm Cuvette (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 
  34.  Gene Pulser MXcell Electroporation System (Bio-Rad). 
  35.  Lysogeny broth (LB): Mix 10 g Tryptone, 5 g Yeast Extract, 
10 g NaCl to 1 L of water. Supplement with 15 g Agar if 
necessary. Adjust at pH 7 and autoclave. 
  36.  Ampicillin 25 mg/ml (Sigma-Aldrich). 
  37.  Nunc Bio-Assay Dishes 245 × 245 mm (cat 240835, VWR/
NUNC Thermo Scienti fi c), large plates. 
  38.  Petri dish 100 mm (VWR/NUNC Thermo Scienti fi c), stan-
dard plates. 
  39.  LB 20% glycerol. Autoclave. 
  40.  Expression vector containing NotI and Hind III restriction 
sites in the proper orientation. 
  41.  E. coli : DH5 a or MegaX DH10B 
  1.  COS-7 cells. 
  2.  Complete Dulbecco’s modi fi ed Eagle medium (DMEM): 
DMEM supplemented with  L -arginine (116 mg/l),  L -asparag-
ine (36 mg/l),  L -glutamine (216 mg/l), penicillin (100 U/
ml), and streptomycin (100  m g/ml) (Life Technologies). 
  3.  CTL Medium as in Subheading  2.1.2 . 
  4.  Interleukin 2: as in Subheading  2.1.2 . 
  5.  10 mg/ml Diethylaminoethyl-Dextran (DEAE-Dextran) (GE 
Healthcare) in water. Filter-sterilize on a 0.2  m m  fi lter and keep 
aliquots at 4°C or –20°C. 
  6.  10 mM Chloroquine (Sigma-Aldrich) in water. Filter-sterilize 
on a 0.2  m m  fi lter and keep aliquots at 4°C or 20°C. 
  7.  NU-serum, devoid of DNAse (Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, USA). 
  8.  96-Well plate V-bottom (Greiner Bio one). 
  9.  Culture grade DMSO (Sigma-Aldrich). 
  10.  PBS: 10 mM Na 2 HPO 4 , 2 mM KH 2 PO 4 , 2.7 mM KCl, 
137 mM NaCl, pH 7.4. Filter-sterilize on a 0.2  m m  fi lter and 
keep at 4°C. 




 2.3.1.  Transfection 
of COS-7
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  1.  HEK-293 cells. 
  2.  Media as in Subheading  2.3.1 . 
  3.  Optimem (Life Technologies). 
  4.  96-Well plate  fl at-bottom (Greiner Bio one). 
  5.  96-Well plate V-bottom (Greiner Bio one). 
  6.  Lipofectamine (Life Technologies). 
  1.  Lysogeny broth (LB): as in Subheading  2.2 . 
  2.  Ampicillin 25 mg/ml. 
  3.  96-Well round-bottom plates (Greiner Bio one). 
  4.  Nunc Bio-Assay Dishes 245 × 245 mm (cat 240835, VWR/
NUNC Thermo Scienti fi c), large plates. 
  5.  Resuspension buffer: 50 mM Tris–Cl, pH 8.0, 10 mM 
EDTA. 
  6.  Lysis buffer: 0.2 M NaOH/1%SDS. 
  7.  Potassium acetate buffer: 3 M CH 3 CO 2 K pH 4.8 with acetic 
acid. 
  8.  Isopropanol (Thermo Fisher Scienti fi c). 
  9.  Absolute ethanol (Thermo Fisher Scienti fi c). 
  10.  LB 20% glycerol. 
  11.  RNase A (Qiagen). 
  1.  10 mM dNTP (2.5 mM each dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
(Clontech, Mountain View, CA, USA). 
  2.  PFU DNA polymerase (Thermo scienti fi c). 
  3.  10× PFU buffer with MgSO 4 (Thermo scienti fi c). 
  4.  Adequate primers. 
  5.  Taq polymerase Clontech, Mountain View, CA, USA. 
  6.  pcDNA3.1 TOPO/TA expression kit (Life Technologies). 
  7.  Lysogeny broth (LB): as in Subheading  2.2 . 
  8.  Ampicillin 25 mg/ml. 
  9.  One Shot TOP10 Chemically Competent  E. coli (Life 
Technologies). 
  1.  Idem Subheading  2.1.1 . 
  2.  All peptides are synthesized on solid phase using Fmoc for 
transient N-terminal protection and characterized by mass 
spectrometry. The lyophilized peptides are diluted at a  fi nal 
concentration of 20 mg/ml in DMSO and stored at −80°C. 
 2.3.2.  Transfection 
of HEK-293 Cells
 2.4.  Cloning 
the Positive Pool 
of Bacteria
 2.5.  Identi fi cation 
of the Peptide-Coding 
Sequence 
 2.6.  Identi fi cation 
of the Peptide 
Recognized 
by the T Cell
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 The activity of anti-tumor CTL can be measured using different 
types of assays. The so-called chromium release assay is helpful to 
study the ability of the T cells to lyse various tumor cell lines. 
Alternatively, cytokines released by the CTL can be assessed by 
ELISA or using a colorimetric cell-based cytotoxicity bioassay, e.g. 
to measure TNF production (as described in Subheading  3.1.2 ). 
 The principle of this assay is to measure the ability of the CTL to 
lyse different target cells. Target cells are labeled with radioactive 
 51 Cr and incubated with the CTL. The radioactivity measured in 
the co-culture supernatant gives an estimation of the percentage of 
target cells lysed by the CTL.
  1.  Collect 2 ´  10 6 target cells and centrifuge the cells at 240 ´   g for 
5 min in a 15 ml conical polypropylene tube. 
  2.  Carefully aspirate the supernatant and resuspend the cells in 
50  m l complete IMDM containing 50% FBS and 100  m Ci  51 Cr. 
Incubate at 37°C for 1 h,  fl ipping the tube every 15 min to 
optimize  51 Cr incorporation. 
  3.  Wash the cells in 10 ml complete IMDM and centrifuge the cells 
at 240 ´   g for 5 min. Repeat these washes four times and resus-
pend the cells in 1 ml complete IMDM containing 10% FBS. 
  4.  Count the labeled cells and resuspend them at a cell density of 
10,000 cells per ml in complete IMDM containing 10% FBS. 
  5.  Count the T cells and spin them down for 5 min at 240 ´   g . 
Resuspend the cell pellet in CTL medium at the appropriate 
density for the assay (generally 300,000 cells per ml to start the 
assay with an effector-to-target ratios of 30:1). Various dilu-
tions of the amount of effector cells are generally planned. In a 
96-well V-bottom plate, add 100  m l of the T cells dilutions in 
duplicate wells. As control of spontaneous and maximal  51 Cr 
release, 100  m l of medium and 100  m l of medium supplemented 
with 1% triton-X 100 are, respectively, added to three wells. 
  6.  Add 100  m l of labeled target cells (corresponding to 1,000 
cells) to the CTL and controls. Spin the plates for 5 min at 
168 ×  g and incubate for 4 h at 37°C in an 8% CO 2 incubator. 
  7.  After 4 h of incubation, spin the plates for 5 min at 168 ´   g , and 
carefully collect 100  m l of the supernatant. Avoid disturbing 
the pellet to limit the diffusion of membrane-associated radio-
activity in the culture supernatant. Radioactivity contained in 
the supernatant is then evaluated using a  g -counter. 
  8.  The speci fi c lysis can be calculated as follows: ((Experimental 
cpm − Spontaneous release cpm)/(Maximal release 
cpm − Spontaneous release cpm)) × 100 ( see  Note 4 ). 
 3.  Methods
 3.1.  CTL Activation 
Assays
 3.1.1.  Chromium Release 
Assay (Adapted from  ( 5 ) )
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 TNF production is measured by testing sample cytotoxicity for 
TNF-sensitive cell line WEHI 164cl13  ( 4,  6 ) . The optimal effector-
to-target ratio needs to be de fi ned for each T-cell-target combination. 
Usually, 5,000–40,000 target cells per well are incubated together 
with 5,000–20,000 T cells.
  1.  In a 96-well  fl at-bottom plate, mix the CTL and target cells at 
the appropriate effector-to-target ratio in 200  m l CTL medium 
supplemented with 25 U/ml IL2. Incubate the co-culture 
overnight at 37°C in an 8% CO 2 incubator. 
  2.  After 20 h of co-culture, centrifuge the plate at 240 ´   g for 
5 min, collect the supernatants, and transfer 50  m l into a new 
96-well  fl at-bottom plate. The supernatant can also be diluted 
in CTL medium for more precise results. Additionally, prepare 
a standard curve of recombinant lymphotoxin (50  m l per well) 
using concentrations ranging from 200 to 0 pg/ml. 
  3.  Resuspend WEHI 164 clone 13 at a cell density of 6 ´  10 5 
cells/ml in complete RPMI medium containing 5% FBS, 
40 mM LiCl, and 2  m g/ml Actinomycin D  ( 7 ) . Add 50  m l of 
the WEHI mix to the 50  m l of supernatant and controls. 
Incubate 20 h at 37°C in a 5% CO 2 incubator. 
  4.  The next day, the number of live WEHI cells is measured in a 
colorimetric assay using the tetrazolium MTT, which is biore-
duced into in soluble formazan crystals by living cells.
 (a)  Add 50  m l of a solution containing 2.5 mg/ml MTT in 
phosphate-buffered saline to the wells containing the 
WEHI 164 clone 13 cells. 
 (b)  After 3 h of incubation at 37°C, lyse the cells and dissolve the 
formazan crystals by adding 100  m l of an SDS/DMF lysis 
solution. Incubate the plate overnight in a 37°C incubator 
(dedicated to that purpose since DMF is toxic to cells). 
 (c)  Measure the optical density at 570 nm, which is propor-
tional to the amount of living cells in the well. As a refer-
ence, the absorbance at 650 nm is also measured ( see 
 Note 5 ). 
 In order to identify the HLA class I molecule presenting the pep-
tide, available allogeneic tumors sharing one or more HLA class I 
molecules with the autologous tumor cells are tested for their abil-
ity to activate the CTL (cf. Subheading  3.1 ). In addition, blocking 
CTL recognition using speci fi c anti-HLA class I antibodies can 
also be performed by adapting the CTL activation assay as 
follows:
  1.  Prior to the target and T-cell co-cultures, incubate the target 
cells in the presence of 10  m g/ml of blocking anti-HLA anti-
bodies  ( 8 ) ( see  Notes 6 and  7 ). 
 3.1.2. TNF Release Assay
 3.2.  Identi fi cation 
of the HLA Molecule 
Presenting the 
Antigenic Peptide
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  2.  After 30 min incubation, add effectors at the appropriate cell 
density and resume the T-cell activation assay (as in 
Subheading  3.1 ). 
 Allogeneic tumor lines can also be transiently transfected (as 
described in Subheading  3.4.2 ) with candidate HLA cDNA and 
tested for their ability to stimulate TNF release by the CTL ( see 
 Notes 8 and  9 ). 
 In many cases, if the antigenic peptide does not correspond to a 
known tumor antigen, it is necessary to prepare a cDNA library 
derived from the CTL-sensitive tumor cells, preferably the autolo-
gous tumor cells (Fig.  1 ). DNA from pools corresponding to about 
100 different cDNA will then be transiently transfected, together 
with the cDNA encoding HLA, into highly transfectable antigen-
presenting cells (COS-7 or HEK-293, for example). Transfected 
cells will then be tested for their ability to activate cytokine release 
by the CTL. In our hands, directional cDNA libraries were often 
successfully generated using the SuperScript Choice System for 
cDNA Synthesis (Life Technologies)  ( 9,  10 ) . We recently adapted 
the manufacturer protocol to avoid the use of radioactivity. This 
was made possible by the use of a nanodrop spectrophotometer as 
well as the SYBR Gold staining dye, which both enable the detec-
tion of nanogram amounts of double-strand DNA. However, the 
drawback of this new approach is that the yield of  fi rst-strand 
cDNA synthesis cannot be evaluated during the procedure. Here, 
we will describe both procedures. 
 Total RNA (tRNA) can be extracted from tumor cells using the 
guanidine isothiocyanate procedure  ( 11 ) or RNA extraction kits 
such as RNeasy (Qiagen) or Nucleospin RNA (Macherey-Nagel). 
High-quality mRNA is then puri fi ed after processing through two 
successive oligo(dT)-cellulose columns (mRNA puri fi cation kit; 
GE healthcare). 
  1.  In a sterile RNAse-free Eppendorf tube, transfer 1  m g of the 
oligo(dT) primer containing a NotI site ( see  Note 10 ). Add 
5  m g of mRNA diluted in DEPC water to obtain a  fi nal volume 
of 7  m l. 
  2.  Heat for 10 min at 70°C then quickly chill on ice. 
  3.  Centrifuge brie fl y. Add 4  m l of 5×  fi rst-strand buffer, 2  m l DTT 
0.1 M, and 1  m l dNTP 10 mM. If the yield of the  fi rst-strand 
synthesis has to be veri fi ed, add 1  m l of [ a - 32 P] dCTP 
(10  m Ci/ m l). Otherwise add 1  m l of DEPC-treated water. 
Vortex gently, centrifuge brie fl y, and place the tube at 37°C for 
2 min to equilibrate the temperature ( see  Note 11 ). 
  4.  Add 5  m l SuperScript II reverse transcriptase (200 U/ m l). Mix 
gently and incubate at 37°C for 1 h. 
 3.3.  Production 
of a cDNA Library
 3.3.1.  RNA Extraction
 3.3.2.  First-Strand 
Synthesis
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  5.  Place the tube on ice. 
  6.  If the yield of the  fi rst-strand synthesis is measured using 
[ a - 32 P] dCTP, remove 2  m l of the reaction. Calculate the yield 
of the  fi rst-strand reaction as described in  Note 12 . 
 Fig. 1.  Schematic representation of the procedure used to construct a directional cDNA 
library. 
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  1.  To the DNA obtained in Subheading  3.3.2 , add on ice (and in 
the following order) 93  m l DEPC water, 30  m l of the 5´ second-
strand buffer, 3  m l dNTP 10 mM, 1  m l  E. coli DNA ligase 
(10 U/ m l), 4  m l  E. coli DNA polymerase I (10 U/ m l), and 1  m l 
 E. coli RNAse H (2 U/ m l). Vortex gently and incubate the 
reaction at 16°C for 2 h. 
  2.  Add 2  m l of T4 polymerase (5 U/ m l) and incubate 16°C for 
5 min. 
  3.  To stop the reaction, chill the tube on ice and add 10  m l EDTA 
0.5 M. 
  4.  Add 150  m l of a phenol/chlorophorm/isoamyl alcohol solu-
tion (25:24:1). Vortex thoroughly and separate the phases by 
centrifuging at room temperature for 5 min at 14,000 ´   g . 
  5.  Carefully remove 140  m l of the upper, aqueous layer into a new 
tube and precipitate the DNA by adding 70  m l of NH 4 OAc 
7.5 M and 500  m l cold absolute ethanol (−20°C). Vortex thor-
oughly and centrifuge immediately at room temperature for 
20 min at 14,000 ´   g . 
  6.  Carefully aspirate the supernatant and overlay the pellet with 
500  m l of cold 70% ethanol (−20°C). Centrifuge at 14,000 ´   g 
for 2 min and remove the supernatant. 
  7.  Dry the pellet for 10 min at 37°C in a speed-vacuum. 
  1.  In an Eppendorf tube, add 5  m g of each of the HindIII DNA 
oligomers and adjust the volume to 8  m l with sterile water. Add 
2  m l of adapter buffer. Incubate 10 min at 65°C. 
  2.  Transfer the solution at room temperature for 2 h to allow 
both DNA strands to hybridize to each other. 
  1.  Place on ice the cDNA pellet obtained in Subheading  3.3.3 
and add, in the following order, 20  m l DEPC-treated water, 
8  m l of 5× adapter buffer, 10  m l of the annealed HindIII adapt-
ers from Subheading  3.3.4 , 7  m l DTT 0.1 M, and 5  m l T4 
DNA ligase (1 U/ m l) in a  fi nal volume of 50  m l. Mix gently and 
incubate at 16°C overnight (minimum 16 h). 
  2.  Inactivate the T4 DNA ligase by heating the reaction at 70°C 
for 10 min. 
  3.  Place the reaction on ice. 
  1.  To the cold DNA solution obtained in Subheading  3.3.5 , add 3  m l 
of T4 polynucleotide kinase (10 U/ m l) and 1  m l of 10 mM ATP. 
  2.  Mix gently and incubate for 30 min at 37°C. 
  3.  Heat the reaction 10 min at 70°C to inactivate the kinase. 
  4.  Place the reaction on ice. 
 3.3.3.  Second-Strand 
Synthesis
 3.3.4.  Annealing 
of the HindIII Adapters 
( See  Note 13 )
 3.3.5.  Ligation of the 
HindIII Adapters to the 
Double-Stranded cDNA
 3.3.6.  Phosphorylation 
of the cDNA Ligated 
to HindIII Adapters
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  1.  To the phosphorylated product, add 10  m l buffer 3 (NEB) and 
water to obtain a  fi nal volume of 90  m l. Add 10  m l of enzyme 
NotI (10,000 U/ml). Incubate the reaction at 37°C for 1 h. 
  2.  Inactivate the enzyme by heating for 10 min at 70°C. 
  3.  Place the reaction on ice. 
  1.  Place the chromatography column on an appropriate support 
and remove the top cap, and then the bottom cap, to let the 
excess liquid drain. 
  2.  Add 800  m l of TEN buffer to the top of the column and let it 
drain completely. The  fl ow rate should not be signi fi cantly 
slower than 20 min/ml. 
  3.  Repeat three more times the washes with 800  m l TEN buffer 
to completely remove the ethanol used to store the column. 
  4.  Label 20 sterile Eppendorf tubes that will be used to collect 
the samples exiting the column. 
  5.  Add 50  m l of TEN buffer to cDNA sample from 
Subheading  3.3.7 and drop the entire sample on the top frit of 
the column. 
  6.  Collect the total ef fl uent into one tube (tube 1). 
  7.  Add 100  m l TEN buffer to the column and collect the ef fl uent 
into another tube (tube 2). 
  8.  Let the column drain completely. 
  9.  Add another 100  m l TEN buffer to the column and collect 
each single drop into a different tube (tubes 3–20). Keep adding 
100  m l aliquots of TEN buffer until 18 drops be collected. 
  10.  Measure the volume of each drop using a pipette and record it. 
Use a fresh tip for each fraction to avoid cross-contamination. 
Because the  fi rst fractions eluting from the column contain the 
longer cDNA fragments, those fractions will be used to pro-
duce a high-quality cDNA library. The fractions eluting over 
600  m l should therefore be discarded. 
  11.  If the sample was labeled with  32 P, measure the amount of 
DNA in each fraction by counting the sample in the tritium 
channel of a scintillation counter. Calculate the correspond-
ing amount of cDNA in each tube using the equation in 
 Note 12 . 
  12.  If no radioactivity was used in the  fi rst-strand reaction, then 
collect 1  m l of each tube and measure its absorbance at 280 nm 
with a nanodrop spectrophotometer. 
  13.  Each ligation will be performed using 40–50 ng DNA. If the 
amount of DNA in a fraction is not suf fi cient, then add cDNA 
from the subsequent fraction until the 50 ng of DNA required 
for the reaction is reached. 
 3.3.7.  NotI Digestion 
of the Phosphorylated 
Product
 3.3.8.  Size Fractionation 
of the DNA Fragments 
by Chromatography
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  14.  To evaluate the global size of the fragments contained in the 
different fractions, load 2  m l of each fraction on a 1% agarose 
gel stained with 1/10,000 SYBR Gold stock solution. Let the 
gel migrate for 1 h in the dark at 120 V. Visualize the stained 
DNA using a blue-light transilluminator. If  32 P was used, dry 
the gel and visualize the radioactive fragments according to the 
protocol described in  Note 14 . 
  1.  To each 40–50 ng of the DNA obtained in Subheading  3.3.8 , 
add 100 ng of dephosphorylated vector ( see  Note 16 ), 5  m l of 
yeast tRNA (1  m g/ m l), half a volume of 7.5 M NH 4 OAc, and 
2 volumes of absolute ethanol (−20°C). Precipitate overnight 
at −20°C. Plan an extra tube as a control for vector self-ligation 
by performing the ligation reaction in the absence of insert. 
  2.  Eliminate the supernatant after centrifugation at 14,000 ×  g for 
10 min (4°C). 
  3.  Wash the pellet in 0.5 ml 70% ethanol (−20°C). 
  4.  Discard the supernatant after centrifugation at 14,000 ×  g for 
10 min (4°C). 
  5.  Air-dry the pellet for 20 min. 
  6.  Resuspend each dry pellet in 40  m l of a mix containing 30  m l 
water, 8  m l 5× T4 ligase buffer, and 2  m l T4 ligase (1 U/ m l). 
  7.  Incubate for 3 h at room temperature. 
  8.  After the ligation, pool the tubes corresponding to one original 
fraction from section 3.3.8.10 (with X being the number of 
tubes used to pool the fraction). 
  9.  Precipitate the DNA by adding 1/2 volume of 7.5 M NH 4 OAc 
and 2 volumes of absolute ethanol (−20°C). Precipitate for 
15 min at −80°C then 15 min on dry ice. 
  10.  Eliminate the supernatant after centrifugation at 14,000 ×  g for 
10 min (4°C). 
  11.  Wash the pellet in 0.5 ml 70% ethanol (−20°C). 
  12.  Eliminate the supernatant after centrifugation at 14,000 ×  g for 
10 min (4°C). 
  13.  Air-dry the pellet for 20 min. 
  14.  Resuspend the fractions in X*10  m l of water. 
 In order to increase the number of colonies, bacteria with the highest 
transformation ef fi ciency, such as Max ef fi ciency DH5 a or MegaX 
DH10B, should be used.
  1.  To 20  m l of electrocompetent cells add 2  m l of the ligation mix, 
which correspond to 20 ng of vector. 
  2.  Electroporate in a 1 mm cuvette using the following parameters: 
2 kV/25  m F/200  W . 
 3.3.9.  Ligation of the DNA 
to an Expression Vector 
( See  Note 15 )
 3.3.10.  Transformation 
of  E. coli 
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  3.  Immediately add 1 ml of LB medium to the bacteria and pool 
the suspensions corresponding to one fraction in one 50 ml 
polypropylene tube. Incubate for 1 h at 37°C in LB medium. 
  4.  Spread various amounts of each pool of bacteria on large-LB 
agar plates containing 100  m g/ml ampicillin (2.5, 1.2, and 
0.6 ml can be used in order to obtain different densities of 
bacteria on the plates). At this stage, the total content of the 
bacteria suspension should be spread on plates. 
  5.  To calculate the transformation ef fi ciency, spread 100  m l of a 
1:1, 1:10, and 1:100 diluted culture on standard-LB agar plate 
containing 100  m g/ml ampicillin. 
  6.  The next day, count the number of colonies on each standard 
plate to evaluate the total number of colonies obtained ( see 
 Note 17 ). No or very few colonies should be found on the self-
ligation control. 
  7.  In order to verify the quality of the library, pick 24 colonies 
from each fraction. Amplify them in 2 ml LB containing 
100  m g/ml ampicillin and extract the plasmid DNA using a 
miniprep extraction kit according to the manufacturer proto-
col. Digest the extracted plasmids with HindIII and NotI. 
Measure the frequency of insertion and the mean length of the 
insert for each fraction ( see  Note 18 ). 
  8.  If single colonies can be visualized on the large-LB agar plates, 
then proceed to Subheading  3.3.11 . If single colonies cannot 
be visualized, then harvest the plates corresponding to each 
fraction with 10 ml LB. Centrifuge at 1,050 ´   g for 15 min. 
  9.  Resuspend each bacteria pellet in 2 ml LB glycerol 20% and 
freeze them at −80°C. 
  10.  Measure the density of the bacteria stock by seeding various 
dilutions on standard LB plates containing 100  m g/ml ampicillin 
(as in  step 4 ). 
  11.  When the density of bacteria in the frozen stock is estimated, 
spread the required amount bacteria on large-LB agar plates 
(containing 100  m g/ml ampicillin) in order to grow approxi-
mately 100 bacteria per 2 cm 2 . 
  1.  On the bacteria plate draw squares of 1 cm 2 and count the 
number of bacteria in several of these squares to estimate the 
mean number of bacteria per cm 2 . 
  2.  Using a sterile scalpel, cut pieces of agar of a size correspond-
ing to approximately 100 colonies of bacteria. 
  3.  Transfer these pieces of agar into 50 ml Falcon tubes contain-
ing 15 ml of LB medium and 100  m g/ml ampicillin. 
  4.  Grow the bacteria for 4 h at 37°C. 
 3.3.11.  Extraction 
of the DNA from the 
Bacteria Culture
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  5.  Keep an aliquot of the bacteria (100  m l) and freeze it in 1 volume 
of LB containing 20% glycerol. 
  6.  Pellet the remaining bacteria and extract the plasmid DNA 
using a miniprep extraction kit according to the manufacturer 
protocol. The complete screening of a cDNA library may 
require up to 1,500 pools of 100 bacteria. Plasmid DNA 
extraction is the tedious part. It can be pursued concurrently 
with the start of the screening. 
 Identi fi cation of the cDNA encoding the antigenic peptide is gen-
erally done by transfecting COS-7 or HEK-293 cells ( see  Note 19 ) 
with DNA from a plasmid construct encoding the HLA molecule 
presenting the peptide (generally cloned in an expression vector 
such as pCDNA3 or pCDNA1) and DNA from the various pools 
of cDNA included in the library. Transfection of these two cell 
lines can be performed as described below. 
  1.  The day before transfection, 15,000 COS-7 cells are seeded in 
a  fl at-bottom, 96-well plate. 
  2.  Incubate overnight at 37°C in an 8% CO 2 incubator. 
  3.  The day of transfection dilute the DNA encoding the HLA at 
a concentration of 2.6  m g/ml in DMEM containing 10% 
NU-serum. Add 45  m l in each well of a V-bottom 96-well 
plate. Add 15  m l of DNA from the various cDNA pools of the 
library. 
  4.  In a 15 ml tube, prepare a solution containing 10% NU-serum, 
200  m M chloroquine, and 800  m g/ml DEAE-dextran. Add 
60  m l of this solution to the various DNA mixes. Mix well and 
add 50  m l of these transfection solutions in duplicate wells onto 
the COS-7 cells. 
  5.  Incubate for 4 h at 37°C in an 8% CO 2 incubator. 
  6.  After these 4 h gently remove the transfection mix and add 
50  m l of a solution of PBS containing 10% DMSO. Incubate 
2 min, remove, and add 200  m l DMEM containing 10% FBS. 
Incubate for 24 h at 37°C in an 8% CO 2 incubator. 
  7.  The next morning, carefully remove the supernatant and add 
10,000 T cells in 200  m l CTL medium containing 25 U/ml 
IL2. Incubate for 20 h at 37°C in an 8% CO 2 incubator. 
  8.  After 20 h, the amount of IFN g or TNF in the co-culture 
supernatant is analyzed by ELISA or as described in 
Subheading  3.1.2 . 
  1.  The day before transfection, HEK-293 cells (30–40,000/well) 
are seeded in a 96-well  fl at-bottom plate in a  fi nal volume of 
200  m l. Incubate overnight at 37°C in an 8% CO 2 incubator. 




 3.4.1.  Transfection 
of COS-7
 3.4.2.  Transfection 
of HEK-293 Cells
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  2.  The day of transfection dilute the DNA encoding the HLA at 
a concentration of 2.6  m g/ml in Optimem medium. Add 45  m l 
in each well of a V-bottom 96-well plate and 15  m l of DNA 
from the various cDNA pools of the library. 
  3.  In a separate tube, prepare a solution of Optimem containing 
160  m l of lipofectamine per ml. Add an equal volume of the 
lipofectamine solution to the DNA solution. Incubate for 
45 min at room temperature. 
  4.  Carefully remove the supernatant of the HEK-293 culture and 
add gently 50  m l of the DNA/lipofectamine mixture. Incubate 
the cells for 4 h at 37°C in an 8% incubators 
  5.  After 4 h gently add 200  m l IMDM 10%FBS. Incubate over-
night at 37°C in an 8% CO 2 incubator. 
  6.  The next morning, carefully remove the supernatant and add 
10,000 T cells in 200  m l CTL medium containing 25 U/ml 
IL2. Incubate for 20 h at 37°C in an 8% CO 2 incubator. 
  7.  After 20 h, the amount of IFN g or TNF in the co-culture 
supernatant is analyzed by ELISA or as described in 
Subheading  3.1.2 . 
 When a pool of cDNA able to activate the CTL is identi fi ed in the 
library, it is still necessary to verify that it does so in an HLA-restricted 
manner. COS-7 or HEK-293 cells are transfected as above, but the 
cDNA encoding the HLA molecule is omitted. Indeed, cytokine 
production could be originating from the transfection of the 
 antigen-presenting cells with the gene encoding the TNF-alpha 
protein itself or proteins such as the p65 subunit of the NF-kappaB, 
the transcription factor involved in the expression of TNF-alpha. 
Once a con fi rmed positive pool is identi fi ed, it must be subcloned 
(as described below) and DNA from individual colonies contained 
in the pool will be tested by transfection as described above.
  1.  Thaw the frozen stock of bacteria corresponding to the positive 
cDNA pool. 
  2.  Dilute half of it into 2.5 ml LB medium. 
  3.  Incubate at 37°C for 90 min. 
  4.  Spread on a large-LB agar plate containing 100  m g/ml ampicillin. 
Various dilutions can be made in order to grow single colonies. 
Grow the bacteria overnight at 37°C. 
  5.  The next morning, pick colonies from the plate and seed each 
of them into one well of a 96-well round-bottom plate con-
taining 250  m l LB medium supplemented with 100  m g/ml 
ampicillin. In order to screen at least one copy of each cDNA 
from the pool, about 500 colonies will have to be picked up for 
each original pool. 
  6.  Grow the plate overnight at 37°C (do not shake). 
 3.5.  Cloning 
the Positive 
Pool of Bacteria
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  7.  Freeze 50  m l of bacteria as a back-up in LB 20% glycerol. 
  8.  Centrifuge the plates 1,050 ´   g for 5 min. 
  9.  Discard the supernatant and shake the plate on an orbital 
shaker to dissociate the pellet. 
  10.  Add 50  m l of resuspension buffer and shake the plate. 
  11.  Add 100  m l of lysis solution and shake the plate until bacteria 
are completely lysed. 
  12.  Add 50  m l of potassium acetate buffer. 
  13.  Shake the plates for 15 min. 
  14.  Cover the plate with a SealPlate sealing  fi lm and centrifuge at 
1,500 ´   g for 5 min. 
  15.  During the centrifugation, prepare plates containing 120  m l 
isopropanol. 
  16.  Transfer 120  m l of supernatant in the new plates containing 
isopropanol. 
  17.  Mix by pipetting and cover with a 96-well plate plastic lid. 
  18.  Keep the plates at −20°C for 20 min. 
  19.  Centrifuge the plate at 1,050 ´   g for 25 min. 
  20.  Discard the supernatant and rinse the wells with 200  m l absolute 
ethanol. 
  21.  Centrifuge at 1,050 ×  g for 5 min. 
  22.  Discard the supernatant and dry the plates in the hood for 
30 min. 
  23.  Add to the pellet 50  m l water containing 50  m g/ml Rnase. 
Leave the plate at room temperature for 30 min to resuspend 
the pellet. 
  24.  Store the plate at −20°C until further use. 
  25.  Transfect DNA from individual colonies as in Subheading  3.4 . 
 When the cDNA encoding the peptide has been identi fi ed ( see 
 Note 20 ), shorter size fragments obtained either by PCR or after 
digestion of the cDNA with restriction enzymes are cloned into 
expression vectors. In our hand, the cloning of PCR products 
(ampli fi ed using a thermostable DNA polymerase with proofread-
ing activity to decrease the rate of error during the PCR 
ampli fi cation) has been successfully done using the pcDNA3.1/
V5-His TOPO TA Expression Kit (Life Technologies). The con-
structs are then tested by transfection as described in Subheading  3.4 
to check their ability to activate the CTL. 
 Once the region of the protein containing the antigenic peptide 
has been de fi ned, peptides bearing adequate HLA-binding motifs 
are synthesized and tested for their ability to sensitize autologous 
EBV-B cells to lysis by the CTL. This is done according to the 
 3.6.  Identify the 
Peptide Coding 
Sequence in the 
Positive cDNA
 3.7.  Identify the 
Peptide Recognized 
by the T Cell
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protocol described in Subheading  3.1.1 with the following 
adaptation.
  1.  After labeling the cells as described in Subheading  3.1.1 ,  steps 
1 – 3 , resuspend the target cells at a cell density of 20,000 cells/ml. 
  2.  Prepare the peptide dilutions by dispensing, in duplicate wells 
of a 96-well V-bottom plate, 50  m l of peptides solutions of 
concentrations ranging from 60  m M to 1 pM. 
  3.  Add 50  m l of labeled target cells (1,000 cells per well) to each 
well containing the peptides. As control, cells are also added to 
50  m l medium without peptide. Incubate the cells with the 
peptide for 45 min at 37°C. 
  4.  Add 10,000 CTL in 100  m l and resume the chromium release 
assay as described in Subheading  3.1.1 ,  steps 6 and  7 . 
 
  1.  WEHI 164 clone13 cells are grown in complete RPMI supple-
mented with 5%FBS. Cells are grown in non-tissue culture 
Petri dishes (Greiner Bio one). Cells should not be grown at a 
cell density higher than 5 ´  10 5 cells per ml. 
  2.  Actinomycin D is very toxic and as a powder, it should be 
carefully handled in a pharmaceutical containment hood and 
according to manufacturer instructions. 
  3.  TAE buffer is usually prepared as a 50× stock solution for labo-
ratory use. In a 2-L bucket, add 484 g of Tris base to 1 L of 
ultrapure water. Dissolve under agitation and add 114.2 ml 
anhydrous acetic acid and 200 ml EDTA 0.5 M pH 8. Add 
water for a  fi nal volume of 2 L. Check that the solution is at 
pH 8, after it has cooled down. 
  4.  In order for the result of the test to be the most reliable, the 
spontaneous release should not exceed 15–20% of the maximal 
release. 
  5.  Alternatively, the CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive 
Cell Proliferation Assay (Promega) can also be used. 
  6.  Antibodies such as W6/32 (anti-HLA class I  ( 12 ) ), 4E (anti-
HLA-B and -C  ( 13 ) ), B1.23.2 (anti-HLA-B and -C, -A24, -A31, 
and -A32  ( 14 ) ), BB7.2 (HLA-A2  ( 15 ) ), MA2.1 (HLA-A2, 
-B17  ( 16 ) ), P2.1 (HLA-A2, -A28  ( 17 ) ) ME1 (anti-HLA-B7, 
-B27, -Bw22, -Bw42  ( 18 ) ), GAP-A3 (anti-HLA-A3  ( 19 ) ), 
and C7709A2.6 (anti-HLA-A24  ( 20 ) ) have been successfully 
used for this type of assay  ( 9,  21 ) . 
  7.  When performing a chromium release assay in these conditions, 
always include incubation of the antibody with target cells alone 
to exclude antibody-dependent cell lysis in the absence of CTL. 
 4.  Notes
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  8.  Because of the strong polymorphism of the class I antigens 
within serologically homogeneous groups, it is recommended, 
when possible, to work with the HLA cDNA obtained from 
the autologous cell line. 
  9.  If the presenting molecule cannot be de fi nitely identi fi ed, it is 
still possible to transfect the cDNA library into COS-7 or HEK-
293 together with two or three putative class I candidates. 
  10.  The use of adapters containing an oligo(dT) priming site has 
the advantage that only poly(A) – containing RNA are reverse 
transcribed and that the mRNA is complete up to the poly(A) 
tail. However, reverse transcription of long RNA might not 
generate full-length cDNA  ( 22 ) . Other rare restriction sites 
such as S fi I can also be used. 
  11.  For best results, the yield of  fi rst-strand cDNA synthesis should 
be above 10% and mostly depends on the quality and the 
amount of mRNA that is used  ( 22 ) . 
  12.  To calculate the yield of the  fi rst-strand reaction, add 2  m l  fi rst-
strand reaction to 43  m l of 20 mM EDTA (pH 7.5) and 5  m l 
Yeast tRNA. Spot 10  m l of diluted sample on 2-glass  fi ber  fi lter. 
Dry one of the  fi lters at room temperature ( fi lter A). Wash the 
other  fi lter 3× 5 min in a beaker containing 50 ml of ice-cold 
10% TCA containing 1% sodium pyrophosphate. Wash it once 
more with 50 ml 95% ethanol at room temperature for 2 min. 
Dry the second  fi lter at room temperature ( fi lter B). Count 
both  fi lters in standard scintillant to measure the  32 P in the 
reaction (A) and the incorporated  32 P (B). 
 The amount of cDNA synthesized can be calculated using 





Amount of ds cDNA (mg)
(A cpm / 200) 3
 
  ( ) cDNA ( )The yield of first - strand synthesis %  is 100.







  13.  Adapters containing other restriction sites can also be used. 
  14.  Rinse the gel with 300 ml TCA 10% containing 1% sodium 
pyrophosphate and dry the gel in a vacuum dryer for 15 min. 
Overlay the gel with a sheet of photographic paper. Expose the 
 fi lm for 14 h at room temperature. 
  15.  The type of expression vector chosen for the cloning of the 
cDNA library depends on the cells in which the library will be 
transfected. For example, the construct will be more ef fi ciently 
replicated when plasmids bearing the SV40 origin, e.g. 
pcDNA1 or pcDNA3 (Life Technologies), are transfected in 
SV40 large T antigen expressing cells such as COS-6.57 or 
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HEK-293-T. Vectors containing the viral EBV origin of repli-
cation, e.g. pCEP4 (Life Technologies), should be used when 
transfecting cells expressing the Epstein–Barr virus nuclear 
antigen 1, such as HEK-293-EBNA. 
  16.  Preparation of the expression vector. Digest 2  m g of expression 
vector using the enzymes NotI and HindIII according to the 
manufacturer protocol. To limit the possibility of self-recirculi-
zation, the digested vector will be dephosphorylated prior to 
the ligation. To do so, add 1/10 volume of 10× Antarctic 
Phosphatase Reaction Buffer to the digested vector. Add 1  m l 
of Antarctic Phosphatase (5 U) and mix. Incubate for 15 min 
at 37°C. Heat inactivate for 5 min at 65°C. 
  17.  The total number of colonies to be screened should be higher 
than 10 5 . 
  18.  The frequency of insert should be higher than 80% and their 
length should be comprised between 0.5 and 4 kb. 
  19.  COS-7 have been often successfully used for the identi fi cation 
of peptides recognized by human CTL. However, in some 
cases, they cannot be used to screen a cDNA library because 
some CTL clones recognize COS cells either untransfected or 
transfected with the relevant HLA gene. This is likely related 
to the production of a peptide that resembles the antigenic 
peptide recognized by the CTL on the tumor cells. 
  20.  Screening of the cDNA library can sometimes lead to the 
identi fi cation of several cDNA recognized by one CTL clone, 
due to the presence of peptide mimotopes encoded by these 
DNA sequences. Analyzing the expression pro fi le of the gene 
encoding the peptide in parallel to the T-cell recognition assays 
will help identifying the peptide that is really recognized and 
processed by the tumor cells. 
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Inefficient exogenous loading of a tapasin-dependent
peptide onto HLA-B*44:02 can be improved by acid
treatment or fixation of target cells
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Antitumor cytolytic T lymphocytes (CTLs) recognize peptides derived from cellular pro-
teins and presented on MHC class I. One category of peptides recognized by these CTLs
is derived from proteins encoded by “cancer-germline” genes, which are specifically ex-
pressed in tumors, and therefore represent optimal targets for cancer immunotherapy.
Here, we identify an antigenic peptide, which is derived from the MAGE-A1-encoded pro-
tein (160-169) and presented to CTLs by HLA-B*44:02. Although this peptide is encoded
by MAGE-A1, processed endogenously and presented by tumor cells, the corresponding
synthetic peptide is hardly able to sensitize target cells to CTL recognition when pulsed
exogenously. Endogenous processing and presentation of this peptide is strictly depen-
dent on the presence of tapasin, which is believed to help peptide loading by stabilizing a
peptide-receptive form of HLA-B*44:02. Exogenous loading of the peptide can be dramat-
ically improved by paraformaldehyde fixation of surface molecules or by peptide loading
at acidic pH. Either strategy allows efficient exogenous loading of the peptide, presum-
ably by generating or stabilizing a peptide-receptive, empty conformation of the HLA.
Altogether, our results indicate a potential drawback of short peptide-based vaccination
strategies and offer possible solutions regarding the use of problematic epitopes such as
the one described here.
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Introduction
A number of cancer vaccination trials currently make use of anti-
genic peptides, which are recognized by cytolytic T lymphocytes
(CTLs) and are displayed on tumor cells by MHC class I molecules
(reviewed in [1]). Because of their tumor specificity, peptides de-
rived from proteins encoded by cancer-germline genes such as the
MAGE, BAGE, GAGE, LAGE/NY-ESO, or SSX genes, are of partic-
ular interest for cancer immunotherapy [1]. Indeed, these genes
are expressed in many tumors of various histological types and in
male germline cells, but are silent in other normal tissues. Since
male germline cells are devoid of MHC class I molecules, presen-
tation of these peptides is generally considered as strictly tumor
specific [1].
CTLs that recognize tumor antigens have often been isolated
from the blood or tumors of cancer patients [2–4]. The antigenic
peptides recognized by these CTLs are typically produced in the
cytosol through degradation of cellular proteins by amulticatalytic
protease called the proteasome [5]. Peptides resulting from pro-
teasomal degradation are then transported into the lumen of the
endoplasmic reticulum (ER) by the transporter associated with
antigen processing (TAP). In the ER, peptide loading onto MHC
class I-β2m dimers is facilitated by the peptide-loading complex,
which is composed of TAP, tapasin (TPN), ERp57, calreticulin
(CRT), MHC class I heavy chain (HC), and β2m (reviewed in [6]).
Association of MHC class I molecules with a peptide is essential for
their stability and transport to the cell surface, and proteins such
as tapasin play a crucial role for optimal assembly of peptide-MHC
class I complexes [6].
We report here the identification of an antigenic peptide de-
rived from tumor protein MAGE-A1 (160-169) and presented to
CTLs by HLA-B*44:02. Although the peptide is well presented
when processed intracellularly, it almost completely fails to asso-
ciate with HLA-B*44:02 when pulsed onto target cells from out-
side. Using a variety of cellular and biochemical approaches, we
investigated the conditions required for the exogenous loading of
this tapasin-dependent peptide.
Results
Isolation of a CTL recognizing a MAGE-A1 peptide
In order to identify new antigenic peptides derived from the
MAGE-A1 protein, CD8+ T cells from a hemochromatosis pa-
tient were subjected to four weekly stimulations with autologous
presenting cells transduced with a recombinant canarypoxvirus,
ALVAC, containing the coding sequence of MAGE-A1. CTL clone
LB1801-461/G4.2 (hereinafter called CTL4) was isolated after
cloning of the responsive population by limiting dilution. CTL4
specifically lysed autologous EBV-B cells infected with a vac-
cinia virus construct driving expression of the MAGE-A1 protein
(Fig. 1A, left panel). The MAGE-A1 positive melanoma cell line
LB373-MEL4.1 was also recognized by CTL4, demonstrating that
the MAGE-A1 peptide was presented on melanoma cells after pro-
cessing of the endogenousMAGE-A1 protein (Fig. 1A, right panel).
Identification of the MAGE-A1 antigenic peptide
recognized by CTL4
Melanoma cell line LB373-MEL4.1, which is recognized by CTL4,
and patient LB1801, from which CTL4 was derived, share HLA-
A*02:01, HLA-B*44:02, andHLA-Cw5, suggesting that the peptide
recognized by CTL4 is presented by one of these HLA molecules.
We therefore transfected COS-7 cells with cDNA constructs en-
coding MAGE-A1 and either HLA-A*02:01, HLA-B*44:02, or HLA-
Cw5 and assessed their recognition in T-cell assays. CTL4 only
recognized cells transfected with MAGE-A1 and HLA-B*44:02
(Fig. 1B), demonstrating that its cognate antigenic peptide is pre-
sented by HLA-B*44:02.
To further define the peptide-coding sequence, we transfected
COS-7 cells with plasmids encoding HLA-B*44:02 and a series
of truncated MAGE-A1 plasmid constructs. These cells were then
tested for recognition by CTL4 (Fig. 1C). A minigene construct en-
coding a 9-amino acid fragment (EADPTGHSY) located between
positions 161 and 169 of the MAGE-A1 protein and preceded by
a start-methionine sensitized transfected cells to CTL recognition.
Because the peptide bindingmotif to HLA-B44 is characterized by a
glutamic acid in position 2 and an aromatic amino acid in position
9 or 10 [7], it was likely that the endogenous peptide recognized
by CTL4 contained the lysine residue present at position 160 of the
MAGE-A1 protein instead of the start-methionine of the minigene
construct (Fig. 1C). To address this possibility, various synthetic
peptides overlapping the MAGE-A1160-169 sequence were loaded
exogenously on autologous HLA-B*44:02+ target cells (LB1801-
EBV) and tested for their ability to activate CTL4 (Fig. 1D). How-
ever, surprisingly none of the peptides tested was recognized by
CTL4 even when applied at 1 μM (Fig. 1D, left panel). In con-
trast, HLA-A*01:01+ target cells loaded with the exact same set
of peptides were efficiently recognized by CTL MZ2-82/30, which
is specific for peptide EADPTGHSY presented by HLA-A*01:01
[8] (Fig. 1D, right panel). Peptide candidate KEADPTGHSY was
only weakly recognized by CTL4, at doses of 10 μM and higher
(Fig. 2A, higher panel). Strikingly, we observed that CTL recog-
nition of peptide KEADPTGHSY was drastically improved when
the HLA-B*44:02+ target cells were fixed with paraformaldehyde
(PFA) prior to exogenous loading (Fig. 2A). This was the case
when using the autologous EBV-B cells LB1810-EBV or the HLA-
B*44:02+ 721.220 cells back-transfectedwith tapasin (so that they
express sufficient amounts of surface HLA-B*44:02). Because fixed
antigen-presenting cells (APCs) are devoid of any metabolic and
processing capability, this suggested that PFA fixation improved
exogenous peptide loading, as previously proposed by Rock et al.
[9], by cross-linking surface HLA heavy chain and β2m in a peptide
receptive state, preventing their denaturation after endogenous
peptide dissociation.
To confirm that peptide KEADPTGHSY was presented at the
surface of cells expressing MAGE-A1, we eluted the peptides from
HLA-B*44:02+ 721.220 cells back-transfected with tapasin and
C© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.eji-journal.eu
Eur. J. Immunol. 2012. 42: 1417–1428 Antigen processing 1419
Figure 1. CTL4 recognizes a peptide derived from MAGE-A1 and restricted by HLA-B*44:02. (A) Lysis of melanoma (LB373-MEL) and EBV-B cells
expressing MAGE-A1 by CTL4 (at the indicated effector-target ratios) was measured by chromium release assay. Two hours after transduction of
autologous EBV-B cells with the vaccinia constructs, cells were labeled with 51Cr and incubated with CTL4. Chromium release was then measured
after 4 h. Data are representative of eight experiments. (B) The antigenic peptide recognized by CTL4 is derived from MAGE-A1 and restricted to
HLA-B*44:02. COS-7 cells were transfected with constructs encoding MAGE-A1 and the indicated HLA alleles. Transfected cells were then tested
for their ability to stimulate TNF production by CTL4. Data are shown as mean of three replicates and are representative of three experiments.
(C) Representation of the MAGE-A1 coding sequence, and the minigenes used to identify the region coding for the antigenic peptide. These
constructs were transfected in COS-7 together with the cDNA encoding HLA-B*44:02, and the cells were then tested for their ability to stimulate
TNF production by CTL4. Data are shown as mean of two replicates and are representative of three experiments. (D) CTL4 does not recognize
MAGE-A1 peptides after loading on LB1801-EBV. 51Cr-labeled target cells were loaded using 1 μM of the indicated peptide. After loading, CTLs were
added at an effector-to-target ratio of 10 to 1. As control, the CTL MZ2-82/30 was used to verify the integrity of the peptide solutions loaded on
HLA-A*01:01+ LB1972-EBV. NT: not tested. Data are shown as mean of three replicates.
transduced with a retroviral vector encoding the MAGE-A1 pro-
tein. Because these cells do not express any endogenous HLA-A
or -B alleles, this limited the possibility that the MAGE-A1 pep-
tide KEADPTGHSY could bind to other HLA alleles than HLA-
B*44:02. Peptide eluates were separated by high-performance
liquid chromatography (HPLC), and the fractions obtained were
loaded on PFA-treated cells (Fig. 2B). The fractions able to stimu-
late CTL4 corresponded to those obtained when synthetic peptide
KEADPTGHSY was run under the same HPLC conditions. This in-
dicates that peptide KEADPTGHSY is presented by HLA-B*44:02
on the surface of cells expressing MAGE-A1 and rules out the
possibility that the peptide recognized by CTL4 contains a post-
translational modification.
Recognition of the peptide by CTL4 requires
endogenous loading
So far, our results indicate that the peptide KEADPTGHSY is natu-
rally expressed on cells expressing full-length MAGE-A1 and HLA-
B*44:02. On the other hand, exogenous loading of the peptide on
HLA-B*44:02-expressing cells does not trigger activation of CTL4.
In line with this, we observed that HLA-B*44:02+ target cells were
much better recognized by CTL4 when peptide KEADPTGHSY was
introduced inside the cells by electroporation rather than being
applied from outside (Fig. 2C). Shorter peptides, lacking the N-
or the C-terminal residues were not recognized after electropora-
tion further supporting that KEADPTGHSY is the minimal epitope
recognized by CTL4. The fact that the peptide can be recognized
by CTLs after electroporation but not after exogenous loading
clearly shows that presentation of the peptide to CTL4 required
loading inside the target cell. In that regard, HLA-B*44:02 dif-
fers from many other HLA molecules by its strict dependence on
chaperone tapasin for peptide loading [10]. Tapasin helps main-
taining the HLA molecule in a peptide receptive state, facilitating
the release of low-affinity peptide and the subsequent stabiliza-
tion of MHC class I molecules with peptides of greater affinities
[11]. To assess whether the loading of peptide MAGE-A1160-169
required assistance by tapasin, we transiently transfected MAGE-
C© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.eji-journal.eu
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Figure 2. The peptide recognized by CTL4 requires endogenous loading. (A) Activation of CTL4 is improved when peptide KEADPTGHSY is pulsed
on PFA-fixed target cells. B*44:02+ target cells — HLA-B*44:02+ 721.220 cells expressing tapasin (top) or autologous LB1801-EBV (bottom) — were
fixed (black squares) or not (empty squares) prior to pulsing with the indicated concentration of peptide at 37◦C for 1 h. Cells were then washed
and tested for their ability to activate CTL4 in an IFN-γ release assay (ELISA). Data are shown as the mean of two replicates and are representative
of three experiments. (B) Peptide KEADPTGHSY is present on the surface of cells expressing HLA-B*44:02 and MAGE-A1. Total peptides were eluted
by mild acid treatment from B*44:02+ target cells (HLA-B*44:02+ 721.220 cells expressing tapasin) transduced with a MAGE-A1 retroviral construct.
The acid eluate was fractionated by HPLC, and the fractions were tested for recognition by CTL4 after pulsing on PFA-fixed target cells, by IFN-γ
production. To rule out contamination of the HPLC system, buffer was run on the column before the eluted sample, and the fractions were tested
similarly (top). Synthetic peptide was injected under the same HPLC conditions, and the fractions were also tested for CTL recognition (bottom).
Data are shown as mean of two replicates. (C) CTL activation is improved when peptide is loaded inside the target cells. HLA-B*44:02+ targets cells
(HLA-B*44:02+ 721.220 cells expressing tapasin) were electroporated with the indicated peptides and tested for recognition by CTL4 (black bars).
As a control, peptide was pulsed in the same conditions, except that electroporation was omitted (white bars). NT: not tested. Data are shown
as mean ± SD of four replicates and are representative of two experiments. (D) Presentation of the peptide KEADPTGHSY requires expression
of tapasin. HLA-B*44:02+ 721.220 cells expressing (or not) wild-type tapasin (WT-TPN) were transfected with constructs encoding MAGE-A1 and
cultured with the CTL4. After 20 h, IFN-γ wasmeasured in the supernatants. Data are shown asmean± SD of four replicates and are representative
of four experiments.
A1 into 721.220.B*44:02 cells expressing or not tapasin, and ob-
served that cells expressing tapasin were recognized by CTL4,
while cells lacking tapasin were not recognized at all (Fig. 2D).
Overall, these results indicate that efficient presentation of peptide
KEADPTGHSY to CTL4 requires endogenous loading and, like
most other peptides loaded on HLA-B*44:02, the presence of
tapasin.
The MAGE-A1 peptide poorly binds surface
HLA-B*44:02
The fact that tapasin, a factor essentially required to load
endogenous MAGE-A1160-169 onto HLA-B*44:02 in the loading
complex (Fig. 2D), is subcellularly restricted to the ER, and thus
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does not localize to the plasma membrane, may explain why ex-
ogenously applied peptide KEADPTGHSY does not activate CTL4.
In this scenario, peptide pulsed from the outside would simply
fail to access and bind surface-HLA-B*44:02, because tapasin-
mediated assistance is lacking. Alternatively, tapasin might drive
the formation of a CTL-reactive conformation of the HLA/peptide
complex. In this alternative scenario, exogenously applied pep-
tide would principally bind surface HLA-B*44:02, but the thereby
formed HLA/peptide complex would adopt a distinct conforma-
tion that is not recognized by CTL4. In order to discriminate
between lack of peptide binding to surface HLA or the binding
of the peptide in an alternative conformation, we quantified the
amount of peptide found at the surface of cells exogenously pulsed
with peptide KEADPTGHSY or expressingMAGE-A1 endogenously
(Fig. 3). Peptides acid eluted from cells were concentrated and
loaded onto prefixed target cells. As a control, peptides were also
eluted from cells that had been fixed with PFA prior to pulsing
with peptide KEADPTGHSY (Fig. 3). As expected, unfixed peptide-
pulsed cells were not recognized by CTL4 (Fig. 3, left panel).
Peptides eluted from the surface of these cells did not appear to
contain the epitope, because when they were loaded onto prefixed
target cells, they did not activate CTL4 (Fig. 3, right panel). In con-
trast, peptides eluted from cells expressing MAGE-A1 intracellu-
larly or from prefixed, peptide-pulsed cells clearly activated CTL4
when exogenously applied to PFA-treated targets (Fig. 3, right
panel). These results demonstrate that the lack of CTL recognition
is not related to the binding of the peptide in an alternative con-
formation but rather to the fact that exogenously applied peptide
KEADPTGHSY does not bind surface HLA-B*44:02 on untreated
cells.
In order to further elucidate the role of tapasin in the load-
ing of the MAGE-A1 peptide, we made use of cells express-
ing HLA-B*44:05, an allele that differs from HLA-B*44:02 by
a single polymorphic residue in position 116, conferring HLA-
B*44:05 with the ability to load peptide independently from
tapasin. We loaded the peptide on HLA-B*44:05+ cells, and
tested the cells for recognition by CTL4 (Supporting Information
Fig. 1A). CTL4 was unable to recognize HLA-B*44:05+ target cells
loaded with peptide. Because this lack of recognition could orig-
inate from the fact that CTLs and target cells express different
polymorphic variants of HLA-B44, we verified whether peptide
KEADPTGHSY could bind HLA-B*44:05 as described above. Pep-
tides eluted from exogenously loaded HLA-B*44:05 expressing
cells were loaded onto PFA-fixed HLA-B*44:02 cells and tested
for their ability to activate CTL4. Surprisingly, the presence of
peptide KEADPTGHSY could not be detected in the eluates ob-
tained from peptide-pulsed HLA-B*44:05 even if these cells were
fixed with PFA prior peptide loading (Supporting Information
Fig. 1B). This suggests that peptide KEADPTGHSY cannot bind
HLA-B*44:05. However, this could originate from the fact that the
peptide repertoires displayed by HLA-B*44:05 and HLA-B*44:02
do not completely overlap and that both HLA show different
peptide binding specificities, with HLA-B*44:05 having a stronger
preference for F in P9 while HLA-B*44:02 equally accepts F or
Y [10].
Lack of peptide binding to surface HLA-B*44:02
is not due to a low affinity of the peptide
To determine whether inefficient loading of the peptide on
surface HLA-B*44:02 was due to a particularly low affinity
of the peptide for HLA-B*44:02, we measured the ability of
peptide KEADPTGHSY to bind and stabilize HLA-B*44:02 us-
ing an in vitro stabilization experiment (Fig. 4A) [12]. Peptide
KEADPTGHSY was able to stabilize HLA-B*44:02 almost as effi-
ciently as the SEIPRVYKF control peptide, which had been previ-
ously used as an efficient HLA-B*44:02 binder in peptide transport
Figure 3. Peptide KEADPTGHSY does not bind surface HLA-B*44:02 when pulsed exogenously. HLA-B*44:02+ target cells 721.220.B*44:02.tapasin
expressing (or not) MAGE-A1 were pulsed (or not) with the relevant peptide. Recognition by CTL4 prior to peptide elution was determined by IFN-γ
production (left). Total peptides were acid eluted from surface HLA molecules and purified on a C18 column. Concentrated (1:1, black bars) or
twofold diluted eluates (1:2, white bars) were then loaded onto PFA-fixed, HLA-B*44:02+ target cells for recognition by CTL4 as measured by IFN-γ
production (right). As a control, peptides were also eluted from HLA-B*44:02+ target cells, which were fixed with paraformaldehyde prior to pulsing
of the peptide. Data are shown as mean ± SD of four (left) and two (right) replicates and are representative of three experiments.
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experiments [13] (Fig. 4A). Surprisingly, peptide KEADPTGHSY
appeared to have a higher affinity for HLA-B*44:02 than peptide
EEKLIVVLF, a MUM-1-derived peptide that can be efficiently rec-
ognized by CTLs after exogenous loading on surface HLA-B*44:02
[14]. The ability of the peptide to bind HLA-B*44:02 in these in
vitro conditions despite the absence of tapasin might be related
to the presence of detergent in the assay. Indeed, a low detergent
concentration was previously suggested to generate empty HLA
molecules or stabilize an HLA structure that is more prone to bind
peptide [15]. In any case, our results demonstrate that the inabil-
ity of the MAGE-A1 peptide to associate with surface HLA-B*44:02
is not caused by a particularly low affinity of this peptide for the
HLA molecule.
Acidic pH favors the loading of the MAGE-A1 peptide
onto HLA-B*44:02
It is known that acidic pH can promote peptide exchange, at least
for some MHC/peptide combinations [16]. For instance, the pep-
tide repertoire of suboptimally loaded MHC class I can be affinity
improved via peptide exchange in post-ER compartments such as
the trans-Golgi network (TGN), where the pH is around 5.5–6.0
[12,17]. At this pH, low-affinity ligands tend to dissociate from
the MHC [16,18], but MHC class I molecules seem to remain at
least temporarily in a peptide-receptive state allowing peptide ex-
change to occur [19]. We therefore speculated that low pH might
Figure 4. Conditions favoring peptide exchange on surface HLA-B*44:02. (A) In vitro peptide binding experiment. Tapasin-negative, HLA-B*44:02+
721.220 cells were radio-labeled with 35S-methionine/cysteine for 30 min and lysed in 1% Triton-X100 in the presence of various concentration
of the indicated peptides. As a negative control peptide RRYQNSTEL was used. Stabilized HLA molecules were immunoprecipitated using the
W6/32 antibody. The samples were then separated by SDS-PAGE (right), and the intensity of the bands was analyzed using phosphorimaging
(left). The amount of W6/32-reactive complexes recovered was plotted as a percentage of that obtained with the highest concentration of peptide
KEADPTGHSY. Data are shown as mean ± SD of two experiments. (B) Low pH improves exogenous loading of the peptide on HLA-B*44:02. HLA-
B*44:02+ 721.220.B*44:02.tapasin cells were incubated for 20 min at 37◦C in the presence of the indicated concentration of peptide KEADPTGHSY
at pH 5.5 or 7. After neutralization and washing, pulsed cells were tested for their ability to stimulate IFN-γ production by CTL4. Additionally, cells
were incubated at pH 5.5 for 20 min, neutralized then pulsed with peptide, washed and incubated with CTL4. Data are shown as mean ± SD of two
replicates and are representative of four experiments. (C) Cells expressing a lower affinity repertoire are more efficiently recognized by CTL4 after
pulsing. HLA-B*44:02+ 721.220 cells expressingWT or C95A tapasin mutant were pulsed with peptide KEADPTGHSY at pH 7 for 1 h at 37◦C, washed,
and cultured with CTL4. After 20 h, IFN-γ produced by CTL4 was measured. Data are shown as mean ± SD of two replicates and are representative
of four experiments.
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also improve exogenous loading of the MAGE-A1 peptide. To test
this hypothesis, we pulsed HLA-B*44:02+ cells with exogenous
peptide KEADPTGHSY at pH conditions resembling the acidic mi-
lieu of the TGN and endosomes or at a neutral pH for control [20].
After neutralization, cells were washed and tested for CTL recogni-
tion (Fig. 4B). Strikingly, decreasing pH to 5.5 drastically favored
peptide loading onto surface HLA-B*44:02, suggesting that a low
pH environment is sufficient to drive some peptide exchange at
the cell surface.
Because acidic pH is known to elute peptides from MHC
molecules, we asked whether it favored loading of the
MAGE-A1 peptide simply by increasing the number of empty HLA-
B*44:02 molecules or whether it modified peptide receptiveness
of HLA-B*44:02 in a manner similar to tapasin. Acid-treated HLA-
B*44:02+ cells were neutralized before pulsing the MAGE-A1 pep-
tide. In these conditions, pulsing should occur at neutral pH on tar-
get cells with presumably empty surface HLA-B*44:02 molecules
(Fig. 4B). Peptide loading was not improved in these conditions,
suggesting that acidic pH improved loading through a direct effect
on HLA-B*44:02 peptide receptiveness.
Decreasing the affinity of the peptide repertoire also
facilitates loading of peptide KEADPTGHSY
Previous reports showed that one of the rate-limiting step for
peptide exchange is the dissociation of the pre-existing peptide-
MHC complexes, which basically depends on the affinity of the
preloaded peptide for the HLA molecule [21]. We therefore hy-
pothesized that cells displaying a lower affinity peptide repertoire
might be loadedmore efficiently with the exogenous synthetic pep-
tide. Previously, we showed that 721.220.B*44:02 cells express-
ing defective tapasin mutant C95A express a lower affinity pep-
tide repertoire when compared with those expressing wild-type
(WT) tapasin [22]. We compared CTL recognition of these two
cell types loaded exogenously with peptide KEADPTGHSY. Even
though HLA-B*44:02 surface expression was expectedly lower in
cells expressing C95Awhen comparedwithWT tapasin-expressing
cells [22], substantially less peptide was needed to activate CTL4
(Fig. 4C). This result suggests that exogenous loading of peptide
KEADPTGHSY occurs much more readily when HLA-B*44:02 is
not optimally loaded, probably because peptide exchange hap-
pens more efficiently under these conditions.
Tapasin-independent endogenous loading of an
overlapping peptide is preferred to tapasin-dependent
loading
As indicated above, previously described MAGE-A1 pep-
tide EADPTGHSY, which is entirely encompassed within the
HLA-B44-restricted peptide described here, is presented by HLA-
A*01:01 to the CTL clone MZ2-82/30 [23]. Therefore, and
because HLA-A*01:01 was described as a partially tapasin-
dependent molecule [24], we tested tapasin dependence of the
presentation of the peptide EADPTGHSY by HLA-A*01:01, since
this peptide can be loaded exogenously (Fig. 1D). We observed
that HLA-A*01:01+, tapasin-deficient 721.220 cells transfected
with MAGE-A1 efficiently stimulated the CTL clone MZ2-82/30,
indicating that HLA-A*01:01-retricted peptide EADPTGHSY is not
tapasin dependent, contrary to the HLA-B44-restricted peptide
KEADPTGHSY (Fig. 5A). Because these two almost identical pep-
tides are presented either by HLA-B*44:02 in a tapasin-dependent
manner or by HLA-A*01:01 in a tapasin-independent manner, we
wondered whether these two HLA molecules competed for pre-
senting these peptides and whether endogenous presentation of
the tapasin-independent peptide was preferred. We transfected
293 cells with increasing concentrations of the MAGE-A1 cDNA
in the presence of HLA-A*01:01 and/or HLA-B*44:02, and tested
them for recognition by the MAGE-A1/B44 CTL4 and the MAGE-
A1/A1 CTL MZ2-82/30 (Fig. 5B). Interestingly, presentation of
peptide KEADPTGHSY by HLA-B*44:02 was abolished in the
presence of HLA-A*01:01, while presentation of the peptide by
HLA-A*01:01 was not affected by the presence of HLA-B*44:02
(Fig. 5B). We conclude that there is competition between HLA-
Figure 5. Competition for the endogenous loading of theMAGE-A1pep-
tide on HLA-A*01:01 (tapasin independent) and HLA-B*44:02 (tapasin
dependent). (A) Presentation of the peptide EADPTGHSY does not re-
quire tapasin. HLA-A*01:01+ 721.220 cells expressing (or not) wild-
type tapasin (WT-TPN) were transfected with constructs encoding
MAGE-A1 and cultured with the HLA-A*01:01-restricted CTLMZ2-82/30.
After 20 h, IFN-γ was measured in the supernatants. Data are shown as
mean ± SD of three replicates and are representative of three experi-
ments. (B) Endogenous presentation of peptide (K)EADPTGHSY by HLA-
A*01:01 is favored over HLA-B*44:02. HEK-293-EBNA were transiently
transfected with HLA-B*44:02 and/or HLA-A*01:01 cDNA in the pres-
ence of the indicated amount of MAGE-A1 cDNA. The next day the
HLA-B*44:02-restricted CTL4 or the HLA-A*01:01-rectricted CTL MZ2-
82/30 were added. After 20 h, IFN-γ was measured in the supernatants.
Data are shown asmean of two replicates and are representative of two
experiments.
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A*01:01 and HLA-B*44:02 for presentation of the peptide, and
that presentation by HLA-A*01:01 is favored. This might result
from the tapasin-independent loading of the peptide on HLA-
A*01:01, potentially combinedwith a higher affinity of the peptide
for HLA-A*01:01.
Discussion
Here, we describe an antigenic peptide presented by HLA-B*44:02
and derived from tumor-specific protein MAGE-A1. The peptide
identified (KEADPTGHSY) is naturally presented by melanoma
cells and requires tapasin for loading on HLA-B*44:02 in the pep-
tide loading complex. Strikingly, however, the corresponding syn-
thetic peptide hardly sensitizes target cells to CTL recognition
when pulsed exogenously, because it fails to bind to surface HLA-
B*44:02 molecules, which are presumably not in a conformation
receptive to the peptide. Binding of the exogenous peptide can be
recovered by fixation of target cells or loading at acidic pH, both
of which likely change the conformation of surface HLA molecules
to a peptide-receptive state. Our peptide elution studies (Fig. 3)
formally exclude an alternative scenario that could have explained
the inefficient exogenous loading of this peptide and would have
involved the binding of the exogenous peptide to HLA-B*44:02
in a conformation that would not be recognized by CTL4. This
was observed with a MHC-class II-restricted HEL peptide, which
in the absence of HLA-DR, is loaded in an alternative conforma-
tion that is not recognized by T cells directed against the normally
presented peptide [25].
High concentrations of exogenously loaded peptides are of-
ten required for recognition of HLA-B44/peptides complexes by
antitumor CTLs [26]. Among 70 tumor antigenic peptides found
in the Cancer Immunity database [27], 15 peptides required con-
centrations higher than 100 nM to induce half-maximal lysis (Sup-
porting Information Table 1), and seven of these are presented
by HLA-B44. Although the need for a high concentration of pep-
tide might also be due to the presence of a low-affinity TCR on
CTLs, it likely originates from a low efficiency of exogenous load-
ing on surface HLA-B44. Inefficient exogenous loading of surface
HLA-B44 was previously suggested by Akatsuka et al. [26], who
identified an HLA-B*4403-restricted peptide derived from BCL2A1
that sensitized the target cells more efficiently after endogenous
loading. Likewise, the MAGE-A1 peptide we described is hardly
recognized when loaded exogenously, and only efficiently acti-
vates CTL4 when it is introduced inside the target cells by electro-
poration, or when expressed from a minigene inside the cytosol.
Peptide loading inside the target cells is facilitated by tapasin,
an ER-localized chaperone that regulates the loading of peptide
on MHC class I molecules. Molecular dynamics simulation studies
suggested that tapasin stabilizes the HLA molecule in an inter-
mediate conformation state that induces the rapid dissociation of
low-affinity peptides bound to the class I molecule, thereby fa-
cilitating the stabilization of MHC class I by peptides of greater
affinities [28]. At the cell surface, the very low amount of such
peptide-receptive HLA-B44 molecules might explain the lack of
binding of the MAGE-A1 peptide onto surface HLA-B44, as well
as the general requirement for high concentration of peptides to
obtain half-maximal lysis by B44-restricted CTLs. The inability to
produce stable empty HLA-B44 molecules might also explain why
HLA-B44 recombinant monomers appear to be so difficult to refold
in vitro (D. Colau, LICR Brussels, personal communication).
We observed that the inability of surface HLA-B44 to load
peptide KEADPTGHSY could be overcome when the peptide was
pulsed at lower pH. In mouse cells, H-2Kk molecules also bound
peptides and stimulated CTLs more efficiently when pulsed at pH
5.5 [16], while other alleles such as H-2Kb and H-2Dd optimally
presented peptides when pulsed at pH 7. Improved pulsing at
low pH was not restricted to tapasin-dependent alleles, since we
also observed this phenomenon with alleles such as HLA-A*01:01
and HLA-A*02:01 (Supporting Information Fig. 2). However, in
those cases, exogenous loading was already efficient at neutral
pH. We showed that increased binding at low pH appears to be
due to an increased receptiveness of the HLA molecule. The dif-
ference in the ability of various HLA alleles to bind peptide at
acidic pH might therefore depend on the degree of receptiveness
of the corresponding HLA molecule at neutral pH versus acidic
pH. Additionally, decreasing the affinity of the peptide repertoire
displayed on surface HLA-B*44:02 also appeared to improve the
loading of exogenous peptide KEADPTGHSY. It is in agreement
with the fact that the rate of exogenous peptide binding is limited
by the dissociation rate of previously bound peptides [21] and that
a suboptimal peptide repertoire is essential for peptide exchange
on HLA-B*5101 in the TGN and post-TGN vesicles [17,29].
Taken together, we present and characterize here an HLA-
B*44:02-restricted epitope derived from the tumor antigenMAGE-
A1 and unravel interesting aspects of this peptide with regard
to MHC class I binding. To the best of our knowledge no other
MHC class I ligand has been described thus far, whose exogenous
loading is that inefficient, but can be so dramatically improved
by loading at acidic pH or on prefixed target cells. Since MHC
class I restricted peptides are generally identified by screening of
potential candidate peptides binding to the HLA molecule, B44-
restricted epitopes may have been missed in the past and the
approaches outlined in this paper should allow their easier detec-
tion. Because HLA-B44 is the most common HLA-B allele in the
Caucasian population, being expressed in about 24% of individ-
uals [30], and given the limited number of HLA-B44-restricted
tumor antigens identified so far, efforts will clearly be needed to
expand the list of such ligands and offer to a higher number of
patients a perspective for future peptide-based immunotherapies.
Peptide loading at acidic pH was already used for direct loading of
dendritic cell (DC)-derived exosomes [31], and might also prove
particularly useful when peptide-pulsed DCs or exosomes are used
as vaccine vehicles. Alternatively, vaccination modalities relying
on endogenous presentation, such as DNA- or RNA-based vaccines
may allow efficient loading of HLA-B44. In summary, our results
strongly suggest that specific requirements of particular peptide
vaccines must be carefully taken into consideration in order to
allow for their maximal effect in patients and for the success of
future immunotherapies.
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Materials and methods
Cell lines
Melanoma cell line LB373-MEL (HLA-A*02:01, -A28, -B*44:02,
-B*53:01/02, -Cw04, -Cw*05:01), line 721.220, a human lym-
phoblastoid cell line lacking HLA-A, -B, and tapasin genes [32],
and the Epstein-Barr virus transformed B cells, LB1801-EBV (HLA-
A2, -A11, -B22, -B*44:02, -Cw5, -Cw9) and LB1972-EBV were
grown in IMDM (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA)
containing 10% FCS (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA). 721.220, stably transfected with HLA-B*44:02 [33]
were transduced as previously reported [34], using a retroviral
vector M1-CSM that encodes the full length MAGE-A1 fused to
the invariant chain and the truncated form of the human low-
affinity nerve growth factor receptor (LNGFr) separated by an
IRES (internal ribosome entry site) sequence. Transduced cells
were positively sorted using an antibody recognizing LNGFr. The
culture medium of the 721.220.B*44:02 transfectants (express-
ing or not MAGE-A1) was supplemented with 0.5 mg/mL G418
(Roche, Basel, Switzerland). COS-7 cells were cultured in DMEM
(Invitrogen) supplemented with HEPES and glucose (Invitrogen)
and 10% FCS. WEHI 164 clone 13 were cultured in RPMI 1640
medium (Invitrogen) supplemented with 5% FCS. All culture me-
dia were supplemented with L-arginine (116 mg/L), L-asparagine
(36 mg/L), L-glutamine (216 mg/L), penicillin (100 U/mL), and
streptomycin (100 μg/mL) (Invitrogen).
DCs and T-cell precursors
Blood was obtained from hemochromatosis patients, PBMCs were
isolated as previously described [35] and frozen until further use.
Lymphocyte-depleted PBMCs were left to adhere for 2 h. Adher-
ent cells were cultured in the presence of 10 ng/mL IL-4 and 100
ng/mL GM-CSF in RPMI medium, supplemented with amino acids
and 10% FCS and fed on day 2 and 4 by adding fresh medium, IL-4
and GM-CSF. The day before the stimulation, T cells were thawed
and left overnight in IMDM supplemented with amino acids, 10%
human serum and IL-2 (5 U/mL). The next day, CD8+ T cells
were isolated using an anti-CD8 monoclonal antibody coupled to
magnetic microbeads (Miltenyi Biotech, Ko¨ln, Germany) and stim-
ulated with irradiated (100 Gray) autologous APCs as described
in the next section.
Activation of MAGE-A1 CTL precursors
Autologous DCs from donor LB1801 were infected with recombi-
nant canarypoxvirus, ALVAC-MAGE-A1 at a multiplicity of infec-
tion (MOI) of 30, and washed. CD8+ T cells (150,000) and 30,000
infected DC were cocultured in microwells in IMDM medium sup-
plemented with amino acids, 10% human serum and 1000 U/mL
IL-6 and 10 ng/mL IL-12. The CD8+ T cells were then stimu-
lated weekly three times using autologous DCs infected with ade-
novirus expressing MAGE-A1, and one time with infected autolo-
gous PBMC. From day 7, cells were grown with medium supple-
mentedwith 10U/mL IL-2 and 5 ng/mL IL-7. On day 28,MAGE-A1
specific responder CD8+ T-cell microculture was cloned by limit-
ing dilution using autologous EBV-B cells infected with Yersinia-
MAGE-A1 as stimulator [35], in order to avoid proliferation of
CTLs directed against adenoviral vector derived antigens. Stimu-
lation was performed using allogeneic EBV-B cell as feeder cells
in medium containing 50 U/mL IL-2. CTL clones were maintained
by weekly stimulation with irradiated tumors or 30 ng/mL OKT3,
according to previously described protocols [8,36].
Assay for cytolytic activity
The lytic activity of the CTLs was tested in a standard chromium
release assay, as described previously [37]. Before use, autologous
EBV-B target cells were (Fig. 1A) or not (Fig. 1D) infected for
2 h with vaccinia virus encoding MAGE-A1 as described [35]. In
Fig. 1D, the targets were loaded with the indicated peptides at a
concentration of 1 μM before addition of CTLs at an effector-to-
target ratio of 10.
Peptides and CTL activation assays
Peptides used were synthesized on solid phase using Fmoc for
transient N-terminal protection and characterized by mass spec-
trometry. The lyophilized peptides were solubilized at 20 mg/mL
in DMSO and stored at −80◦C. For CTL activation assays, various
concentrations of peptides were pulsed on the indicated target
cells (30,000 cells per well). After 45 min, cells were washed.
The IFN-γ secreted by CTLs (10,000 cells per well) was measured
by ELISA, after an overnight incubation. Where indicated, targets
were fixed by 10 min incubation in a 1% PFA solution, followed
by three extensive washes in PBS. In Fig. 4B, peptides were pulsed
for 20 min in 50 mM sodium citrate buffer pH 5.5 or 7. Cells
(40,000 cells per well) were washed three times before addition
of CTLs (10,000 cells per well). As a control, acid-treated cells
were neutralized by adding extensive amounts of medium prior
pulsing with the peptide.
Transient transfection of COS-7 cells and
HEK-293-EBNA
Transient transfection of COS-7 cells was performed using the
DEAE-dextran-chloroquine method [38]. COS-7 cells (15,000)
were transfected in duplicate with 50 ng of plasmids. The HLA-
A*02:01, -B*44:02, -Cw5 cDNA, the full-length MAGE-A1 cDNA,
and the truncated fragments of MAGE-A1, which were obtained by
PCR, were cloned into plasmid pcDNA1/amp (Invitrogen). After
24 h, transfected cells were incubated with 1500 CTLs in 200 μL
of culture medium supplemented with 25 U/mL rIL-2. After 20 h
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of coculture the supernatant was collected. TNF production was
estimated by testing the cytotoxicity of the supernatant on WEHI
164 clone13 in aMTT colorimetric assay [39]. HEK-293 were tran-
siently transfected with 50 ng of HLA-B*44:02 (in pcDNA1), HLA-
A*01:01 (in pcDNA1), and/or empty vector using lipofectamin
according to the manufacturer protocol (Invitrogen). Twenty-four
hours after transfection, 15,000 CTL4 or 5000 CTL MZ2-82/30
were added in 200 μL of culture medium supplemented with
25 U/mL rIL-2. After 20 h of coculture the supernatant was col-
lected and IFN-γ content was measured by ELISA.
Electroporation of 721.220 cells
A total of 4 × 106 721.220 cells were electroporated (450 V, 150
μF, 4 mm Cuvette, Gene pulser) with 30 μg of MAGE-A1/pcDNA1
or empty vector together with 15 μg of a plasmid DNA encoding
monomer DsRed or EGFP (Clontech, Mountain View, CA, USA)
[22]. After 20 h, electroporated cells (25,000 cells per well) were
cocultured with 20,000 CTLs and 25 U/mL IL-2. Stable trans-
fectants 721.220.A1 were obtained by electroporating (1 pulse,
square wave 500 V, 1 ms in a 4 mm Cuvette) 721.220 expressing
HLA-B*44:05 with a pCEP4 construct containing the cDNA en-
coding HLA-A*01:01. Transfected cells were then selected using
400 μg/mL hygromycin, and sorted for HLA-A*01:01+ cells using
the anti-HLA-A*01:01 antibody GV5D1 [40].
Electroporation of the peptides
A total of 4 × 106 LB1801-EBV cells were electroporated in
400 μL electroporation buffer (K2HPO4/KH2PO4 10 mM pH 7.4,
MgCl2 1 mM, saccharose 250 mM) with 30 μM peptide in 0.4
cm Genepulser cuvettes (Biorad), using a PA4000 electroporator
(Cyto Pulse Sciences) functioning in rectangular wave mode with
10 pulses of 5 ms at 310 V separated by 995 ms intervals [41].
Cells were diluted to a peptide concentration of 3 μM and incu-
bated for 5 h. Cells were then washed and plated at 10,000 cells
per microwell, before addition of 5000 CTLs.
Peptide stabilization assay
721.220.B*44:02 cells were starved in methionine- and
cysteine-free medium for 40 min and pulsed with (35S)-
methionine/cysteine (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) at
500 μCi/mL/5 × 106 cells for 30 min. Cells were then washed
in ice-cold PBS, and lysed in 1% TRITON X-100 (American bio-
analytical, Natick, MA, USA) in TRIS buffer solution (pH 7.4) in
the presence of the indicated concentration of peptide. After 30
min lysis, postnuclear supernatants were precleared overnight at
4◦C using protein A and rabbit serum. Precleared samples were
then immunoprecipitated using W6/32 antibody. Washed pre-
cipitates were resolved on a 9% SDS-PAGE gel. Quantifications
were performed with ImageQuant software 5.2 (GE Healthcare,
UK).
Peptide elution
Peptides were acid eluted from 25 × 106 cells (Fig. 3) in 50 mM
sodium citrate buffer pH 3.0 for 90 s, then neutralized using three
volumes of 150 mM Na2HPO4, pH 10.5. Eluates were cleaned by
centrifugation, and concentrated on a Sep-pak Plus C18 column
(Waters, Milford, MA, USA). Peptides were eluted in acetonitrile
60% and dried by speed vacuum. Dried peptides were resuspended
in 250 μL X-VIVO-10 (Lonza, Ko¨ln, Germany) and purified on
a 3 KDa microcon YM3 column (Millipore, Billerica, MA, USA)
before pulsing on PFA-fixed APC (Fig. 3). In Fig. 2B, HLA were
immunopurified from 1 × 109 cells using W6/32 antibody and
fractionated by HPLC after injection on a narrow-bore 2 × 150
mm Deltapack C18 column (Waters) as described [41].
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